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Einleitung

1.Einleitung

1.1. Bluttransfusion
1.1.1. Problematik

Bluttransfusionen sind flir den Empfanger von homologem Blut stets mit
signifikanten  Risiken  verbunden. Diese setzen sich  aus den
transfusionsassoziierten viralen und bakteriellen Infektionen, sowie aus
nichtinfektidsen Ursachen zusammen.

Letztere sind meist die Folge einer falschen Zuordnung von zu
administrierender Blutkonserve und Patient (132) (133). Dies fihrt zu den
bekannten hamolytischen Reaktionen und zu akuten Lungenschaden, primar
ausgelost durch die ARO-Inkompatibilitat. Andere
Unvertraglichkeitsreaktionen ergeben sich aus Immunisierungen gegen das
Rhesus- und das KELL-Blutgruppensystem, sowie gegen HLA-Antigene
(113) (140). In den letzten Jahren wurde zunehmend deutlicher, dass
homologe Bluttransfusionen auch mit immunmodulatorischen Effekten
einhergehen und die kOrpereigene Immunantwort negativ beeinflussen
konnen. Auffallig sind in diesem Zusammenhang eine erhohte Anfalligkeit
fir Dbakterielle Infektionen, ein  immunsuppressiver Effekt bei
Nierentransplantation (91) (109) (178), und eine deutlich erhohte
Rezidivrate wvon  kolorektalen Tumoren nach Fremdbluttransfusionen

(3) (19) (46) (82) (103) (119).
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Risiken homologer Bluttransfusion

Risikofaktor Deutschland USA

Infektion viral

Hepatitis A - 1:1.000.000
Hepatitis B 1:232.000 1:63.000 - 1:250.000
Hepatitis C 1:113.000 1:103.000 — 1:1.935.000
HTLV - 1:641.000
HIV 1:1.889.000 1:677.000 — 1:2.300.000
T-Zell Leukdmie Virus I/II - 1:2.993.000
Infektion bakteriell - 1:500.000
Akute hamolytische Reaktion 1:600.000 - 1:800.000
} 1:25.000
Verzogerte hamolytische R. 1:1.000
Akuter Lungenschaden - 1:5.000

Tab.01: Infektiése und Nichtinfektibse Risiken homologer Bluttransfusionen 1in
Deutschland und den USA (14) (20) (40) (60) (61) (62) (133) (184) (198) (200) .

Durch den heute hohen Sicherheitsstandard bei Spenderzulassung und -
screening ist das wvirale Infektionsrisiko inzwischen relativ gering.
Bakterielle Infektionen sind eher eine Ausnahme und von ihrer Haufigkeit
her mit der akuten hamolytischen Reaktion gleichzusetzen (siehe Tab.01).
Das Risiko einer Infektion mit einem bisher unbekannten Virus bleibt
trotz aller VorsichtsmaBnahmen bestehen. Als Beispiele konnen in diesem
Zusammenhang die vor zwanzig Jahren plotzlich eintretende HIV-Infektion
oder die mégliche Ubertragung einer neuartigen Creutzfeld-Jakob Variante
genannt werden (53) (93) (135) (140) (187) (229).

Die mit einer homologen Bluttransfusion verbundenen Risiken miissen daher

welter minimiert werden. Vielversprechende Verfahren, wie die
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photochemische Inaktivierung von Viren und Bakterien durch den Gebrauch
von ultraviolettem Licht in Verbindung mit Pyrimidinen (127), oder die
Leukoreduktion (170) werden jedoch die Kosten pro Blutkonserve erhdhen.
Okonomische Aspekte sollten aber in jede Uberlegung mit einbezogen werden
(62) (63) . Hinzu kommen die abnehmenden Spenderzahlen, denen ein aufgrund
der demographischen Entwicklung zunehmender Bedarf an Fremdblut
gegenibersteht. Die Wahrscheinlichkeit einer Indikation zur
Bluttransfusion ist bei einem 65 jahrigen Patienten im Vergleich zu einem
40 jahrigen Patienten 20-fach erhoht (228) (230).

Aus den oben erdrterten Grinden gewinnen Alternativen zur Bluttransfusion
immer mehr an Bedeutung und sind seit geraumer Zeit Gegenstand der

Diskussion.

1.1.2. Alternativen

Zu den Alternativen der Bluttransfusion =zadhlen vor allem praoperative
MaBnahmen, wie die Hamodilution, sowie intraoperative MaRnahmen, wie die
maschinelle Autotransfusion.

Anwendung finden auch Strategien zur Reduktion des intraoperativen
Blutverlustes, wie blutarme Operationstechniken, andsthesiologische und
medikamentdse MaBnahmen. Zu nennen sind in diesem Zusammenhang etablierte
Verfahren, wie die kontrollierte Hypotension und die Gabe von
Antifibrinolytika, oder die Regionalandsthesie, die wegen der geringeren
Blutverluste der Allgemeinanadsthesie, wenn méglich, vorzuziehen ist (73).
Daneben sind im wesentlichen drei Verfahren im Einsatz, die geeignet

erscheinen, den Fremdblutbedarf zu reduzieren: 1) Eigenbluttransfusion,
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2) maschinelle  Autotransfusion (MAT) , 3) akute normovolamische
Hamodilution (ANH) .

1) Nicht v6llig unproblematisch  zeigt sich die praoperative
Eigenblutspende deren Ziel es ist, durch das in den Wochen vor der
Operation entnommene Vollblut einen grofen Anteil intraoperativ
transfundierten Fremdblutes zu ersetzen. Dieses Verfahren ist geeignet
flir Patienten mit praoperativen Hamatokritwerten héher als 40% und einer
Transfusionswahrscheinlichkeit von mindestens 50% (213) (214) .
Nebenwirkungen bei autologer Blutentnahmen sind selten und selbst bei
Patienten mit schweren Begleiterkrankungen kann die Eigenblutentnahme als
sicheres Verfahren gelten (64) (125). Bei kardialen Risikopatienten wird
die Eigenblutspende jedoch noch kontrovers diskutiert (73). Zudem sind
die transfusionsassoziierten Risiken, wie die hamolytischen Reaktionen
durch Verwechslung (32) (63) (161) (227), oder die Infektionen infolge
viraler und Dbakterieller Kontamination der Eigenblutkonserven nicht
ausgeschlossen (14) (131).

2) Durch die maschinelle Autotransfusion (MAT) besteht die Moglichkeit
der Reinigung und Retransfusion des intraoperativ verlorenen Blutes
(35) (37) (234) . Das dadurch gereinigte Erythrozytenkonzentrat ist jedoch
frei von Thrombozyten und Gerinnungsfaktoren. Das mit diesem Verfahren
assoziierte Letalitatsrisiko infolge wvon Luftembolien ist mit einer
Haufigkeit von 1:32.000 beschrieben (132). Als absolute Kontraindikation
gilt die mégliche Aspiration embolisierender Substanzen, ein bakteriell
kontaminiertes Operationsfeld wird als relative Kontraindikation

angesehen. Bei  tumorchirurgischen Eingriffen muss das gewonnene
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Erythrozytenkonzentrat bestrahlt werden, kann dann aber reinfundiert
werden (169) (234). Durch die MAT koénnen signifikante Mengen an Eigenblut
wiedergewonnen werden, eine direkte Kausalitdt zur Fremdbluteinsparung
konnte jedoch nicht nachgewiesen werden (59).

3) Die praoperative Hamodilution wird vor allem als akute normovolamische
Hamodilution (ANH) durchgefithrt, bei der dem Patienten autologes Vollblut
entnommen und durch die entsprechende Menge einer kolloidalen Ldsung
ersetzt wird (156). Risiken durch die falsche Zuordnung von Konserve zu
Empfanger bestehen aufgrund der patientennahen Aufbewahrung der Konserven
nicht. Die ANH widre in der Lage die perioperative Eigenblutspende zu
ersetzen (171) und hat sich als ein kostenginstiges Verfahren erwiesen
(162) (163) (164) . Ziel der ANH ist es, durch eine moglichst starke
Blutverdinnung eine moglichst groRe Menge an Eigenblut flir die spétere
Retransfusion zu gewinnen. Im Gegensatz zur moderaten Hamodilution, bis
zu eilnem Hamatokrit wvon 30%, sollte die extreme Hamodilution bis zu einem
Hamatokrit wvon 20% und weniger nur beil herzgesunden Patienten
durchgefithrt werden  (169). Sinkt der Hamatokrit aufgrund eines
intraoperativen Blutverlustes unter diesen Wert, wird obwohl
Hamatokritwerte wvon 16% (120) (121) oder sogar 9% (76) toleriert werden
kéonnen, mit der Retransfusion des durch ANH gewonnen Blutes begonnen.
Nach Erschopfung der autologen Blutkonserven miissen Jjedoch homologe
Erythrozytenkonzentrate transfundiert werden. Dies hat zur Folge, dass
sowohl die Risiken einer ANH, sowie die mit einer homologen
Bluttransfusion assoziierten Risiken und Spatfolgen getragen werden

missen. Daher ist es von groRer Bedeutung, gerade die extreme ANH in
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Bezug auf die Effizienz und die Sicherheit dieses Verfahrens zu
verbessern.

Eine Beatmung mit 100% Sauerstoff kann den kritischen Hamatokritwert
erniedrigen und somit den Zeitpunkt der Transfusion hinauszdgern
(74) (77) (110) (139) (208) . Eine andere Moglichkeit 1liegt in der Gabe
hochviskdser Plasmaexpander, die durch die Erhochung der Scherrate die
Ausschiittung wvon Vasodilatatoren anregen, und somit die funktionelle
Kapillardichte und die Mikrozirkulation aufrecht erhalten, aber an der
Sauverstoffversorgung nichts andern (219) (222) (224).

Kinstliche Sauerstofftrager kdénnten =zusatzlich zur Volumensubstitution
aufgrund ihrer Sauerstofftransportierenden Eigenschaften eine
ausreichende Gewebeoxygenierung sicherstellen und somit eine erweiterte
ANH weit unter den kritischen Hamatokritwert von 6,5 — 13% zulassen (70).
In diesem Zusammenhang sind die Hamoglobinlosungen wie Hb-Dex-BTC
(Pasteur-Mérieux sérums & vaccins, Marcy 1’Etoile, France), neben den
Perfluorokarbonen, von groBem allgemeinen Interesse und koénnten in
Zukunft die Resultate der extremen ANH grundlegend verbessern.

Hamoglobin basierte Sauerstofftrager (HoOC’s) lassen sich in vier Gruppen
aufteilen: 1) intramolekular quervernetztes Hamoglobin, 2)
polymerisiertes Hamoglobin, 3) konjugiertes Hamoglobin und 4) in
Liposomen verkapseltes Hamoglobin. Sie nutzen die Transportkapazitat des
Hb fiir Sauerstoff, besitzen aber nicht die die Erythrozyten umgebende
Membran, die fiir die in 1.1.1 beschriebenen Unvertraglichkeitsreaktionen
verantwortlich  ist. Die  Erythrozytenmembran bestimmt auch die

Uberlebenszeit der Zelle und somit die Linge der Haltbarkeit einer
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Blutkonserve, das Hamoglobinprotein bleibt jedoch intakt und behalt
auRerhalb der Zelle nach entsprechender Modifikation seine Funktionalitat
(66) .

Die HbOC’s verbindet der Grundgedanke, das Hamoglobinmolekiil =zu
stabilisieren und die toxischen Eigenschaften des freien Hb, die durch
renale oder gastrointestinale Dysfunktion und systemische
Vasokonstriktion charakterisiert sind, zu eliminieren. Das durch
Dissoziation entstandene Dimer, sowie die urspriingliche tetramerische
Form des freien Hb extravasieren aus der Zirkulation und fihren zu
vasokonstriktorischen Effekten durch das Scavenging des endothelial
synthetisierten Vasodilatators Stickoxid (NO), durch Freisetzung des
Vasokonstriktors Endothelin und Stimulation des adrenergen Systems
(69) (70) (71) (706) (183) (218) (222) . Hinzu kommt das reduzierte molekulare
Gewicht der Dimere und die damit verbundene Abnahme der Retentionszeit.
Aufgrund seiner geringen Grobke wird das Molekiil in der Niere filtriert
und kann durch Bildung von Prazipitaten in dem sauren aszendierenden
Schenkel der Henleschen Schleife zu Nierenschaden fiihren (39).
Erythrozytare Membranbestandteile kénnen als Folge inadaquater
Aufbereitung zur Schadigung der Niere beitragen und wirken durch
Aktivierung der Komplementkaskade systemisch toxisch (190). Ein weiterer
storender Effekt ist die Entstehung des Methamoglobins (MetHb) durch
spontane Oxidation des Hb Molekiils (5) (42) (79) (105) (168) (226) .

Chemische Veranderung des Hb Molekils oder dessen Konjugation mit einem
Makromolekiil zielen darauf ab, diese unerwlinschten Effekte zu vermeiden

(78) . Die intramolekulare Stabilisierung des Hb Molekiils (,Crosslinking™)
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verhindert dessen Dissoziation und fithrt somit zu einer hoheren
Retentionszeit. Die chemische Modifikation &auBert sich auch in einer
geringeren O, Affinitat (hoherer  Psg) und dadurch erleichterten
Sauerstoffabgabe an das Gewebe, sowie in einer verminderten
Reaktionsbereitschaft des Hb Molekiils mit freien Sauerstoffradikalen und
der damit wverbundenen peroxidinduzierten Endothelzellnekrose (34) (102).
Durch weitere Modifikation des Proteinanteils kann zusdtzlich die
selektive Inhibition der NO-Bindung erreicht und das unerwinschte NO
Scavenging minimiert werden (1) (145).

Chemisch modifiziertes Hb ist aber auch zytotoxischer als nicht
modifiziertes Ho und kann durch oxidativen Stress an Endothelzellen wvon
der Storung der vaskuldren Kontrolle der Koagulation bis zum Zelltod

fihren (2) (18) (165) (192) (207) .

1.2. Hb-Dex-BTC (Dextran konjugiertes Hamoglobin)

Hb-Dex-BTC (Pasteur—-Mérieux sérums & vaccins, Frankreich) ist ein an
Dextran-Benzen-Tetracarboxylat konjugiertes Hamoglobintetramer. Es ist
ein hoch viskdser Vertreter der auf Hamoglobin (Hb) basierenden
Sauverstofftrager (HbOC’s) und wurde als eine Hb-Ldsung entwickelt, die
aufgrund ihrer hohen Viskositat mit einer wverminderten Vasokonstriktion
einhergehen soll.

Das Dex-BTC konjugierte Hb Molekill wurde chemischen Veranderungen
unterzogen um die O,-Affinitat zu erhéhen und die Retentionszeit zu

steigern. Die Konjugation wvon Hb mit einem Makromolekiil soll zusatzlich
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die Extravasation und die damit verbundene vasoaktive Reaktion
verhindern.

Das Stromafreie Hb wurde durch Hamolyse aus Humanerythrozyten extrahiert,
die zu dem Zeitpunkt iber dem Verfallsdatum lagen. Nach Zentrifugation
und Mikrofiltration wurde das gewonnene Hb chromatographisch auf Reinheit
Uberprift und anschlieRend pasteurisiert. Im ersten Schritt der
Konjugation wurde Dextran unter Abspaltung von H,O an den Benzolring von
BTC kovalent gebunden. In einem zweiten Schritt wurde das HbA Molekiil an
Dex-BTC gebunden und in einer NaCl-Saccharose Suspension (50 g/L) bei -
20°C bis zur eigentlichen Anwendung eingefroren (188) (216). Die

Eigenschaften der Losung sind unter 2.2.6 aufgefihrt.
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Synthetisierung von Hb-Dex-BTC

Erster Schritt :

40 +© ,
oc co
coor
7N 7N H,0 OH
n oo o > HOI I n

HO
o AN oc” ~ o / O —CO— _COO
Dextran BTCA “00C
Dextran-BTC
Zweiter Schritt :
COOH (COOH),

Dex ——CO — ____COOH _NH2 EDCI Dex —CO —
—_—>

+

HOOC QI @
CON

Dextran-BTC HbA @ @

Hb-Dex-BTC

Abb. 01: Schematische Darstellung der Hb-Dex-BIC Synthetisierung (modifiziert
nach Caron et al, 2001)

Durch den hohen onkotischen Druck wvon Hb-Dex-BTC kann eine hohe
Volumenexpansion erreicht werden. Zudem ist die Sauerstoffabgabe aus dem
Hb-Dex-BTC Molekiil hoher und somit die Gewebeoxygenierung im Vergleich zu
anderen Hamoglobinldsungen erhoht (24) (145). Die Plasmahalbwertszeit
betragt zehn Stunden, die Extravasation ist gering und die Substanz zeigt
keine toxischen Effekte (24) (145). Aufgrund der hoheren Sauerstoffabgabe
und der geringen Extravasation konnte am Darmmodell des Meerschweins das

Jejunum sogar bei einem Hamatokrit wvon Null mit Hb-Dex-BTC vital erhalten
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werden. Peristaltik und intestinale Mucosa als sensible Zeichen einer
Minderversorgung blieben hierbei unverandert (50).

Im Gegensatz zu anderen Hamoglobinldsungen und Volumenexpandern zeigt Hb-
Dex-BTC 1in vitro einen hyperaggregierenden Effekt und eine erhohte
Blutviskositat (143) (147). Die verstarkte Aggregation der Erythrozyten
wird durch die Modifikation des Hamoglobinmolekiils in Hb-Dex-BTC
induziert, wobei das hohe Molekulargewicht des Makromolekiils die
entscheidende Rolle spielt (31) (72). In vivo ist die Aggregation der
Erythrozyten sowie die Viskositat des Gesamtblutes etwas geringer als in
vitro. Diese unterschiedlichen rheologischen Effekte lassen auf noch
ungeklarte Kompensationsmechanismen schlieRen (143).

In der Mikrozirkulation kann diese Hyperaggregation mit einem gestdrten
Blutfluss (10) (12), einem prothrombotischen Effekt (116) und der erhohten
Adhasion inflammatorischer Zellen einhergehen (67) (182). Wahrend die
Hyperaggregation unter physiologischen Bedingungen wvon Nachteil ist
kénnte dieser Effekt bei der extremen Hamodilution wvon Vorteil sein
(143) .

Bei hohen Scherraten bleibt bei Hb-Dex-BTC die Viskositat des Blutes
unverandert, bei geringeren Scherraten, wie sie in der Mikrozirkulation
zu finden sind, ist die Viskositat des Blutes deutlich erhoht (24) (140).
Die als Folge der Viskositat erhohte Scherkraft fiihrt zur Freisetzung von
endothelium-derived-relaxing-factor (EDRF) oder Stickoxid (NO) wvon
Endothelzellen und geht mit einer Relaxation der glatten Muskelzellen
einher (17) (38) (115). Die dadurch erreichte Vasodilatation fiihrt zu einer

verbesserten Blutzirkulation (146).
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Die vasokonstriktiven Effekte des Hb-Dex-BTC scheinen aber einen grdBeren
Einfluss zu haben als die hohe Viskositdt der Losung (24). Die
Vasokontriktion wird sowohl durch die Dosis der applizierten Substanz wie
auch durch die Extravasation von =zellfreiem Hb in das Endothel
beeinflusst. Hb-Dex-BTC ist ein hochmolekulares HbOC und wird durch
Endozytose oder transendotheliale Transportvesikel in die Endothelzellen
aufgenommen, wo es die Verfligbarkeit der endothelialen Faktoren NO und
Endothelin-1 beinfluBt und die Vasokonstriktion induziert (27).

Das zellfreie Hb bewirkt keine Aktivierung der neutrophilen Granulozyten,
stimuliert aber Zellen des mononukledren Systems. Durch die Ausschiittung
von IL-6, IL-8 wund TNF-a kommt es zu einer Steigerung ihrer
prokoagulativen Aktivitat (216).

Hb-Dex-BTC 1ist autooxidativen Prozessen unterworfen. Diese haben die
Entstehung freier Radikale und des metHb zur Folge. Die nicht-
enzymatischen Systeme zur Reduktion wvon metHb koénnen durch die
gleichzeitige Gabe von Ascorbinsdure, die enzymatischen Systeme durch die

Gabe von Riboflavin erfolgreich unterstiitzt werden (49).

14
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1.3. Fragestellung

Bei der vorliegenden tierexperimentellen Untersuchung wurde die Frage
nach den Mechanismen vasokonstriktorischer Effekte von Hamoglobinldsungen
aufgegriffen wund mit besonderem Augenmerk auf die vasocaktiven
Eigenschaften der Hamoglobinldsungen die mogliche Beseitigung
limitierender Faktoren untersucht. Im Rahmen einer Hamodilution wurden

folgende Fragen gestellt:

Kénnen durch die hohere Viskositat bzw. das grdbere Molekulargewicht von
Hb-Dex-BTC die {blicherweise beobachteten negativen Effekte bisheriger
Hamoglobinldsungen auf die Mikrozirkulation nach moderater Hamodilution

vermindert oder beseitigt werden?

15
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2.Material und Methodik

Die Versuche wurden in der Zeit von Januar bis August 2001 im Institut
flir Chirurgische Forschung der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen
durchgefihrt.

2.1. Versuchstiere

Fir die intravitalmikroskopische Untersuchung im quergestreiften
Rickenhautmuskel wurden 6 bis 8 Wochen alte Hamster mit einem
Korpergewicht wvon 60 bis 80 Gramm (Firma Charles-River-Wiga GmbH,
Sulzfeld, Deutschland) verwendet. Die Tiere wurden bei einem 12-stiindigen
Hell-Dunkel-Rhythmus mit einem handelstblichen Futter fur Nagetiere
(Ssniff H®-Standarddi&t fiir Hamster, Vitamin E -Gehalt 60mg/kg Futter,
Vitamin A -Gehalt 20.000 IE, Ssniff Versuchstier-Didten GmbH, Soest,
Deutschland) und frei zuganglichem Leitungswasser gehalten. Im Tierstall
herrschten konstant eine Raumtemperatur wvon 22°C und eine relative
Luftfeuchtigkeit wvon 40%. Als Einstreu wurden Sagespane verwendet. Nach
Implantation der  Rickenhautkammer wurden die  Versuchstiere in
Einzelkafigen umgesetzt. Die Versuche wurden nach Genehmigung durch die
Regierung von Oberbayern gemdll den Richtlinien des  deutschen
Tierschutzgesetzes (BGBl. Jg. 1998, Teil I, Nr. 30, S. 1105ff) und dem
»,Guide for the care and use of laboratory animals™ (National Research

Council, National Academy Press, Washington, D.C., 1996) durchgefiihrt.
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2.2. Das Modell der Riickenhautkammer

Fir die intravitalmikroskopischen Untersuchungen der Mikrozirkulation des
quergestreiften Rickenhautmuskel wurde das Rluckenhautkammer Modell am
wachen syrischen Goldhamster verwendet (47). Dieses Modell erlaubt neben
der Bestimmung wvon makrohdamodynamischen Parametern und Blutgaswerten
insbesondere die Analyse der mikrohamodynamischen Parameter, wie den
GefaRdurchmesser wvon Arterien und Venolen, der Blutflussgeschwindigkeit
in  Venolen, der endothelialen Permeabilitat, der funktionellen
Kapillardichte, sowie der  Leukozyten-Endothelzell-Interaktion. Im
Gegensatz zu anderen experimentellen Modellen lassen sich die
intravitalmikroskopischen Untersuchungen ohne Verwendung von Narkose und
in Abwesenheit eines akut zugefliigten chirurgischen Traumas durchfiihren.

Aus Stabilitdts—- und Gewichtsgrinden wurde als Werkstoff fir die

Ruckenhautkammern das biologisch inerte Titan (pritan=%4,54g/cm3 bei 20°C)
gewahlt. Die Kammern bestehen aus zwei je 3 g schweren und 0,64 mm dicken
symmetrischen Halften, 1in deren Zentrum eine im Durchmesser 11.8 mm
messende kreisrunde Offnung eingelassen ist. Der Rahmen dieser Offnung
ist so angelegt, dass ein Deckglas der selben GroRe eingelegt und durch
einen Sprengring fixiert werden kann. Sowohl die oberen als auch die
unteren Kammerrander sind mit Bohrungen verschiedener Grolen versehen,
die der Fixierung der Riickenhaut durch Schrauben und Faden an die Kammer
dienen. An eine der Kammerhdlften wird in die dafiir vorgesehene Offnung
ein 0,1 cm dickes kreisrundes Deckglas mittels eines Sprengringes

fixiert. An die andere Kammerhalfte werden vor der Implantation drei
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Schrauben mit den dazugehdrigen Distanzmuttern und Beilagscheiben
befestigt. Dadurch wird beim spateren Verschrauben der beiden Halften ein
Abstand von ca. 0,45 mm zwischen beiden Kammerhalften gewdhrleistet. Dies
entspricht der Dicke der Hautprdparation und vermeidet somit die
Gewebekompression. Uber das in die Titankammer eingelassene Sichtfenster
kann mittels Durchlicht- bzw  Fluoreszenzauflichtmikroskopie  die
Mikrozirkulation des quergestreiften Rickenhautmuskels {iber einen
Zeitraum von bis zu 4 Wochen beobachtet werden (172). Die sichtbaren
GefaBabschnitte setzen sich aus groReren Arteriolen, préakapillaren
Arteriolen, dem nutritiven Kapillarbett, postkapilldren Venolen sowie

Sammelvenolen zusammen.

F
L\AL/”’

K
/E
Ij G

Abb. (02 : Konstruktionsskizze einer Riickenhautkammer. Links: Seitenansicht der
Riickenhautkammer bestehend aus zwel spiegelbildlich durch Schrauben miteinander
verbundenen  Kammerhdlften. A = Offnung zur  Intravitalmikroskopischen
Untersuchung; Bl = Bohrung fiir Schrauben zur Fixierung der Distanzmuttern und
Adaptierung der beiden Kammerhdlften; B2 = Bohrung fiir Haltefdden; C = Offnungen
im Bereich des Sattels zur Reduktion des Kammergewichts; D = Sprengring aus
Kupfer zur Fixation des Deckglases. Rechts: Frontalschnitt (A-A) mit E =
optischem Ausschnitt, F = Abstandshalter, G = FKammerring, H = Deckglas, I =
Sprengring, K = Mutter, und L = Schraube (modifiziert nach Nolte et al,
1995) (172) .
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2.2.1. GefaRversorgung und Angioarchitektur

Die beiden Hauptgefalstamme am Rande des Praparationsareals der
Rickenhautkammer werden von den Rami cutanei der dorsalen
Interkostalarterien gebildet, die in Verlédngerung der Skapularlinie in
die subkutan gelegenen Hautschichten eintreten. Der kraniale Ramus
entspringt auf der Ebene der Schulterbasis, der andere etwa 3 cm
kaudalwaérts. Aus den Rami cutanei zweigen sich die Transversal- und
Arkadenarteriolen ab, aus denen die terminalen Arteriolen entspringen.
Diese teilen sich wiederum in 2-10 prakapilldre GefaRe, die ihrerseits 4-
15 Kapillaren versorgen. Die Kapillaren gehen in postkapillare Venolen
Uber, die zum Teil ebenso wie die Kapillaren untereinander anastomosieren
kénnen. Diese minden dann in das reich verzweigte Netzwerk wvon

Sammelvenolen.
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2.2.2. Implantation der Rickenhautkammer

Die Titankammern, sowie die dazugehdrigen Schrauben, Sprengringe,
Distanzmuttern und Deckgldser wurden ebenso wie die flir die Praparation
benttigten Instrumente vor Jjedem Versuch gereinigt und 30 Minuten lang
bei einer Temperatur von 134°C dampfsterilisiert.

Vor der Implantation der Rickenhautkammer wurde den Tieren eine
Kombinationsandsthesie verabreicht. Es wurden 0,07 ml einer
Kochsalzldsung, die 125 mg/kg/KG Ketaminhydrochlorid (Ketavet®, Parke
Davis, Freiburg, Deutschland) und 15 mg/kg/KG
Dihydroxylidinothiazinhydrochlorid (Rompun®, Bayer, Leverkusen,
Deutschland) enthalt, intraperitoneal injiziert. AnschlieRend wurde die
Rickenhaut mit einem elektrischen Rasierer (Typ GT104/GH204, Aesculap,
Tuttlingen, Deutschland) und mit keratolytischer Enthaarungscreme
(Plica®med, Willy Risch Hospital Vertriebs GmbH, Deutschland) enthaart.
Nach Entfernung der Haare und einer zweiminitigen Hautdesinfektion

(Kodan® Tinktur-Forte Spray, Fa. Schilke & Mayr GmbH, Nordstedt,

Deutschland) erfolgte die Kammerimplantation auf einem 37°C warmen
Kleintier-Operationstisch (Fa. IFB, Hiddenhausen, Deutschland). Unter
visueller Kontrolle mit Hilfe eines Gegenlichtes wurde die Rickenhaut des
Goldhamsters angehoben und als Falte extendiert, so dass die GefaRe die
auf der vorderen und hinteren Seite der Falte sichtbar wurden sich
weitgehend {berlagerten. Nach Fixierung der Rickenhautfalte mit zweil
Faden (Ethibond®, griin, geflochten, 5-0, Fa. Ethikon, Nordstedt,
Deutschland) im kranialen und kaudalen Bereich wurde ein Titanrahmen auf
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der dem Praparationsareal abgewandten hinteren Seite mittels zweier Nahte
so befestigt, dass das Beobachtungsfenster zwischen den beiden Rami
cutanei der dorsalen Interkostalarterien =zu liegen kam. Die beiden
unteren Schrauben dieses Rahmens wurden mittels Hautinzisionen auf die
dem Praparationsareal zugewandten vorderen Hautseite vorgeschoben und mit
Hilfe wvon zwei Bulldogklemmen so befestigt, dass die Haut plan am
hinteren Rahmen zu liegen kam. Dabei war zu beachten, dass sich die
beiden Rami cutanei nicht im Operationsbereich befanden, um grobere
Blutungen bei der spateren Praparation zu vermeiden. Auf der Vorderseite
der Hautfalte wurde, im Bereich in dem spater das Beobachtungsfensters zu
liegen kommen sollte, die Cutis in einem zirkuldren Areal von ca. 15 mm
Durchmesser mit einer Schere vorsichtig entfernt. AnschlieBend wurde der
Hamster in Rechtsseitenlage gebracht und unter das Operationsmikroskop
(Fa. Wild, Typ M650, Heeresbrugg, Schweiz) gelegt.

Bei 25-facher VergroBerung wurden die Subcutis, der Hautmuskel, sowie das
subkutane Fettgewebe der vorderen und der Musculus retraktor beider
Hautseiten abpradpariert. Das subkutane Fettgewebe und das dem hinteren
Hautmuskel aufliegende Bindegewebe wurde mit Hilfe eines hohen Pegels an
Kochsalzlosung sichtbar gemacht und ebenfalls vorsichtig abprapariert.
Wahrend der gesamten Praparation wurden die entsprechenden
Gewebeschichten zum Schutz wvor Austrocknung mit physiologischer
Kochsalzlosung gespiilt. Anschlielend wurde der zweite Titanrahmen auf die
frei praparierte Hautseite aufgesetzt und mit zweli Muttern an den
Schrauben des  gegenilberliegenden Rahmens befestigt. Die  beiden

Kammerhalften wurden  druckfrei miteinander  verschraubt, un die
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Kompression des dazwischen liegenden Gewebes zu vermeiden. Die Kammer
wurde dann an den dafiir vorgesehenen Bohrungen mit zwei Faden
(Ethibond®, griin, geflochten, 5-0, Fa. Ethikon, Nordstedt, Deutschland)

an der Haut zusatzlich fixiert.

Hausnskel
Subzutis B ) -
Cutis - e

Abb 03 : Links: Hautschichten beim Goldhamster im Bereich des Kammerrings und
Fixierung des Deckglases mit Hilfe des Sprengrings (nach Nolte et al.). Rechts:
Goldhamster nach Implantation der Riickenhautkammer.

2.2.3. Implantation der Katheter

Die Implantation der Katheter wurde frihestens zwei Tage nach der
Implantation der Titankammer unter sterilen Bedingungen und gleicher
Andsthesie  durchgefilhrt. Hierfiir wurde die Halsregion enthaart
(Plica®med, Willy Risch Hospital Vertriebs GmbH, Deutschland) und das
Tier zwischen zwei ca. 20 x 10 x 5 cm groBen Kunststoffblocken so in
Rickenlage gebracht, dass die Rickenhautkammer senkrecht zwischen den
Blocken zu liegen kam. Nach einer zweiminiitigen Hautdesinfektion (Kodan®
Tinktur-Forte Spray, Fa. Schiilke & Mayr GmbH, Nordstedt, Deutschland)

wurde die Haut paramedian mit einem ca. 1 cm langen Schnitt vom rechten
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Unterkiefer bis zur rechten Clavikula erdffnet. In Linksseitenlage wurde
eine Infusionskantile (Abbokath®, 18Gx5lmm, Fa. Abbott, Ingelheim,
Deutschland), von der Hautinzision ausgehend, subkutan in Richtung des
kranialen Randes der Kammer gefihrt. Nach Entfernung des Stahlmandrins
wurden die beiden ca. 20 cm langen Polyathylenkatheter (PE-10,
Innendurchmesser 0,28mm, Aubendurchmesser 0,56mm, Portex Ltd., Lythe,
Kent, England) durch die Infusionskaniile vorgeschoben. Zum spateren
Spilen der Katheter wurden diese mittels einer Kaniile (Mikrolane 0,4 x 18
mm) an eine 1,0 ml Insulinspritze angeschlossen. Nach Entfernung der
Infusionskaniile wurde der Goldhamster in die urspringliche Lage gebracht.
AnschlieBend wurden die Vena Jjugularis und die im Trigonum caroticum
lokalisierte Arteria carotis communis von dem sie umgebenden Bindegewebe
freiprapariert und dargestellt. Um die Arteria carotis communis wurden
kaudal zwei und kranial eine Ligatur (Pearsalls Sutures, Seide,
geflochten, 5-0, Somerset, England) zur Schlinge vorgelegt. Nach dem
Zuziehen der kranialen Schlinge wurde vor den kaudalen Ligaturen eine
Yarsagil-Klemme (Yarsagil®, RAesculap, Tuttlingen, Deutschland) angelegt.
Die Arterie wurde dann mit einer spitzen Pinzette gefasst und mit einer
GefaRschere eroffnet. Nach Durchsplilen des Katheters mit einer Heparin-
Kochsalzldsung (Mischverhdltnis 1:1000, Heparin-Natrium, 5.000 IE/ml,
Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) wurde dieser in dem Gefal
platziert und bis zur Yarsagil-Klemme vorgeschoben, sodass die den
Katheter sichernden Ligaturen zugezogen werden konnten. Die Yarsagil-

Klemme wurde anschlieRBend entfernt und der Katheter um weitere ca. 15 mm
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vorgeschoben. Wenn die Durchgangigkeit des Katheters und somit seine
intravasale Lage Ggesichert war, wurden die Ligaturen entgliltig
chirurgisch wverknotet und der Katheter an seinen freien Enden ebenfalls
durch Knoten verschlossen. Der vendse Katheter wurde analog implantiert.

Die Hautwunde wurde mit 4-5 Einzelkopfndhten (Ethibond®, geflochten, 5-
0, Fa. Ethikon, Nordstedt, Deutschland) verschlossen. Die am kranialen
Rand der Kammer transkutan austretenden Katheter wurden zuletzt mittels
mehrerer Nahte an der Kammer fixiert und mit ILeukosilk-Streifen (Fa.

Beiersdorf, Hamburg, Deutschland) an der Rickenhautkammer befestigt.

Abb 04 :  Links:  Priparation der Rickenhaut bei  Implantation der
Riickenhautkammer. Rechts: Prdparationsareal an der Halsregion mit bereits
implantierten Kathetern.
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2.3. Apparative Ausstattung
2.3.1. Intravitale Fluoreszenzmikroskopie

Das Mikroskop Axiotech (Zeiss, Oberkochen, Deutschland) ist mit einem
Projektionsokular von 1,25-fachem VergroBerungsfaktor ausgestattet. Flur
den Gesamtiberblick des Prdparationsareals wurde ein 2,5 x / 0,075 W
plan-Neofluran Cbjektiv wverwendet. Die intravitalen Aufnahmen, die der
spateren Analyse der mikrozirkulatorischen Parameter dienten, erfolgten
mit einem 20 x / 0,5 W Achroplan Wasserimmersionsobjektiv. Am Bildschirm
wurde eine 510-fache GesamtvergrdBerung erreicht. Mittels einer CCD-
Kamera (charge coupled device) (FK 6990 IQ-S, Lichtempfindlichkeit 0,02
Lux, 699x581 Bildpunkte, Pieper, Schwerte, Deutschland) wurden die
intravitalmikroskopischen Bilder  aufgezeichnet. Fir die spatere
Auswertung wurden die Videobilder auf einem S-VHS Videorecorder (SVO-9500
MDP, Sony GmbH, Koln, Deutschland) aufgenommen und auf Videokassetten
(H4715, SE-180 min., Fujifilm GmbH, Disseldorf, Deutschland) gespeichert.
Wahrend der Versuche konnte das aktuelle Bild auf einem Bildschirm (PVM-
2043 MD, Sony GmbH, Ko&ln, Deutschland) verfolgt werden.

Als Lichtquelle fir die Aufnahmen mit dem Fluoreszenzfarbstoff Rhodamin
oG (M 472 D, 0,2%, Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen, Deutschland) diente
eine Quecksilberdampf-Kurzbogenlampe (HBO 100 W, Zeiss). Um lediglich die
Emission von Rhodamin 6G (roter Bereich, Maximum bei A=555 nm), ohne die
fir die Exzitation notwendigen storenden Strahlen (griner Bereich,
Maximum bei A=525 nm), aufzunehmen, wurde ein entsprechender Filterblock

(Bandpass 530-560 nm, Teilerspiegel RKP 580, Langpass 580 nm) verwendet.
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Bei den Beobachtungen mit FITC-Dextran (M 150.000 D, 5%, Fa. Sigma
Chemicals Comp., Deisenhofen, Deutschland), mit einem Exzitationsspektrum
im blauen Bereich (Maximum bei A=490 nm), kam der fir ein
Emissionsspektrum im griinen Bereich (Maximum bei A=520 nm) sinnvolle
Filterblock (Bandpass 450-490 nm, Teilerspiegel RKP 510, Langpass 515 nm)
zum Einsatz. Als Lichtquelle fand eine Xenonlampe (100 W, 12V, Zeiss)

Anwendung.
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2.3.1.1. Mikroskopiertisch

Die wachen Versuchstiere wurden in einer Plexiglasrohre mit einem flir die
Rickenhautkammer vorgesehenen Schlitz platziert und diese wiederum auf
dem Mikroskopiertisch fixiert. Dadurch wurde einem Verriicken der Kammer
vorgebeugt. Der Mikroskopiertisch war iber zwei Schrittmotoren, die lber
einen Joystick (QJI Turbo, SV-121, China) angesteuert wurden, in
zweidimensionaler Richtung (X-Y-Achse) beweglich. Die Sofware Optimas 5.2
(Optimas Corp., Boston, USA) ermdglichte die digitale Bildverarbeitung
und die Speicherung ausgewahlter Einstellungen. So konnten
computergesteuert alle eingangs definierten Beobachtungsfelder =zu
unterschiedlich vorgegebenen Zeitpunkten wiederholt aufgerufen und erneut

analysiert werden.

. : - Power Source for the
Z-axis Guides Video Timer Mercury \;;por Lamp
Video 5
Monitor w PC- Monitor
Step Motor
Control Mercury Vapor
Lamp
Halogen
Lamp
PC
S-VHS
Recorder .
- o™ M
el g AT SRR
Power Source for
the Halogen Lamp Joystick
X-Y Plate Microscope
Abb 05: Intravitalmikroskopische Aufnahmeeinheit bestehend aus

Intravitalmikroskop, Kamera, Videogerdt, Video— und Computer-Monitor, Joystick,
Mikroskopiertisch mit computergesteuertem Schrittmotor (entnommen aus Harris et
al., 1997) (81).
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2.3.1.2. Auswerteeinheit

Die wahrend der Versuche aufgenommenen Videosequenzen wurden, 1in
Anlehnung an das “computer assisted microcirculation analysis system”
(CAMAS) (242), mit dem Softwarepaket Cap-Image 6.01 (114) analysiert. Die
flir die digitale Bildverarbeitung notwendige Hardware bestand aus einem
PC mit eingebauter Bildverarbeitungskarte (IP-8/AT, Matrox, Kanada),
einem S-VHS Videorecorder (SVO-9500 MDP, Sony GmbH, Koln, Deutschland),

einem Videobildschirm (PVM-1442QM, Sony GmbH, Koln, Deutschland), und

einem Farbmonitor (200 GST 17", Sony GmbH, Koln, Deutschland) .

2.3.2. Blutdruckmesssystem

Die im Vorfeld implantierten Katheter wurden zum Zweck der arteriellen
und venosen Blutdruckmessung an einen Druckwandler (Statham DTX+, Becton
Dickenson GmbH, Heidelberg, Deutschland) angeschlossen. Uber einen
Signalwandler (Plugsys 603, Hugo Sachs Elektronik, March-Hugstetten,
Deutschland) wurde dieser mit einem PC verbunden. Mit Hilfe einer
Messwerterfassungssoftware  (DASYLab®32, Vers.4.03.30, Datalog GmbH,
Monchengladbach, Deutschland) konnten so wahrend des gesamten Versuches
die vendsen und arteriellen Blutdruckwerte beobachtet und gespeichert
werden. Aus der graphische Darstellung der Blutdruckkurve wurde die

Pulsfrequenz ermittelt.
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2.3.3. Blutanalyse

Durch den arteriellen Katheter konnte zu vorgegebenen Zeitpunkten 0,1 ml
Blut fir die Analyse entnommen werden. Die fiir die Entnahme wverwendete
Insulinspritze wurde vorher mit Heparin beschichtet um die Blutprobe vor
Gerinnung zu schiittzen. Mit Hilfe eines Analysegerdtes (Coulter® AC, T-8
Serie, Coulter Electronics GmbH, Krefeld, Germany) wurde das Blutbild
bestimmt. Entnommen wurden daraus Parameter wie der Hamoglobingehalt und
der Hamatokritwert. Mit einem Blutgasmessgerat (Chiron® 860, Chiron
Diagnostics  GmbH, Fernwald, Deutschland) wurden insbesondere der
Sauverstoffpartialdruck (p0,;), der Partialdruck fiir Kohlendioxid (pCO),

der Lactat-, der BE- und der pH-Wert bestimmt.

2.4. Analyse der intravitalmikroskopischen Parameter

Durch die Verwendung von geigneten Fluoreszenzfarbstoffen konnte durch
Labeling der Leukozyten mit Rhodamin 6G die Auswertung der Leukozyten-
Endothelzell-Interaktion und durch die Kontrastierung des Plasmas mit
FITC-Dextran die Auswertung der Gefabdurchmesser, der
Blutflussgeschwindigkeit, der Extravasation von FITC-Dextran und der
funktionellen Kapillardichte (FKD) vorgenommen werden. FITC-Dextran wurde
in einer Dosierung von 0,15 mg/kg/KG i.v., Rhodamin 6G in einer Dosierung
von 0,5 mg/kg/KG i.v. verabreicht.

Fir die Analyse mikrozirkulatorischer Parameter wurden im Sichtfenster

Jjeweils 6 Gewebeareale mit Venolen, 4 Gewebeareale mit Arteriolen und 6
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Kapillarfelder herangezogen. Die Zahl der Versuchstiere betrug n = 7 pro

Versuchsgruppe.

2.4.1. GefaBdurchmesser

Die Bestimmung der GefaRdurchmesser erfolgte manuell. Hierzu wurde nach
Markieren zweier gegenilberliegender Punkte an der GefédRwand die Strecke
direkt gemessen. Diese Strecke entspricht dem Durchmesser des Gefales.
Fir jedes GefaBlsegment wurden finf Einzelwerte ermittelt und daraus der

Mittelwert gebildet.

Abb 06: Manuelle Bestimmung des GefdBdurchmessers einer Arteriole (links) und
einer Venole (rechts).

2.4.2. Blutflussgeschwindigkeit

Die Messung der venolédren Blutflussgeschwindigkeit erfolgte mit Hilfe der
Line-Shift-Diagramm-Methode (114). Hierfilr werden im Standbild in die
Mitte des GeféBsegmentes eine Messlinie gezeichnet und anschlielend

wahrend einer Videosequenz von 10 Sekunden flir jedes einzelne Halbbild
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getrennt die Grauwertdaten entlang der Messlinie erfasst. Nach Ablauf der
Messsequenz werden diese Grauwertdaten als aneinandergereihte wvertikale
Linien auf dem Bildschirm dargestellt. Anhand der als schriage Linien
erscheinenden Grauwertdaten gleichen Wertes im Line-Shift-Diagramm kann
deren Steigung automatisch ermittelt und daraus die Geschwindigkeit

berechnet werden.

a.

¥ b.

1. 2. 3. 4. 5. Halbbilder
ds
V=—(mm/s)
ds dt
dt

Abb (07: Schematische Darstellung der Line-Shift-Diagramm-Methode: Wihrend der
Messung werden fiir jedes Halbbild die Grauwertdaten entlang der Messlinie
erfasst (a) und in einem Bildspeicher als vertikale Linien nebeneinander
geschrieben. Nach Ablauf der Messsequenz wird der Bildspeicher mit den
aneinandergereihten Messlinien angezeigt (b). Wenn sich z.B. wihrend einer
Messsequenz eine helle Plasmaliicke entlang der Messlinie fortbewegt, wird diese
Fortbewegung 1im Diagramm der nebeneinander gezeichneten Grauwertlinien als
helle, schrdg verlaufende Linie sichtbar, da die helle Plasmaliicke auf der
Messlinie von Halbbild zu Halbbild je nach Flussrichtung jeweils etwas nach
unten bzw. oben wandert. (entnommen aus Klyscz et al., 1997) (114).

31



Material und Methodik

2.4.3. Extravasation

Unter physiologischen Bedingungen ist das mikrovaskuldre Endothel fir
FITC-Dextran 150kD nur geringfliigig permealbel, sodass es zu keiner
nennenswerten Extravasation des Fluoreszenzfarbstoffes in das
perivaskulare Gewebe kommt (201) . Wenn jedoch eine gestorte
Endothelzellenfunktion vorliegt kann FITC-Dextran 150 kD 1in das
perivaskulare Gewebe austreten und als Areal hoherer Fluoreszenzintesitat
registriert werden. Die Fluoreszenzintensitat in zwei Dbenachbarten
Arealen innerhalb (Ii) und auRerhalb (Ia) eines GefaBsegmentes wurde
densitometrisch gemessen und der entsprechende
Fluoreszenzintensitdtsquotient (Ia/Ii) berechnet. Dieser Quotient wurde

als Parameter flr die Permeabilitat des Endothels herangezogen (114).

2.4.4. Funktionelle Kapillardichte (FKD)

Die funktionelle Kapillardichte (FKD) ist definiert als ILange der wvon
Erythrozyten perfundierten Kapillaren pro Beobachtungsflache (cm/cr®) und
stellt ein MaB flr die nutritive Perfusion des Gewebes dar (173). Die
quantitative Erfassung der funktionellen Kapillardichte (FKD) erfolgte
nach dem pythagoreischen Prinzip (242). Die auf dem Monitor abgebildeten
Kapillaren werden nachgezeichnet und deren Lange pro definiertes

Beobachtungsfeld berechnet.
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S
dL = J/(dx* + dy?)

Abb. 08: Prinzip der pythagoreischen Kapillarldngenbestimmung (entnommen aus F-U
Sack, Dissertationsschrift 1992)

2.4.5. Leukozyten-Endothelzell-Interaktion

Die Leukozyten eines 150-200 pm langen GefédBsegments wurden 30 Sekunden
lang  beobachtet und  entsprechend ihrer Interaktion mit dem

mikrovaskularem Endothel in zwei Gruppen eingeteilt:

Rollende Leukozyten: Zellen im Randstrom, die eine quer zur GefaBachse
verlaufenden Linie signifikant langsamer Uberqueren als die Zellen im
Zentralstrom. Sie wurden 30 Sekunden lang ausgezahlt und in Zellen pro

Minute (n/min) angegeben.

Adhdrente  Leukozyten: zellen, die ihre Position wadhrend einer
Beobachtungszeit wvon 30 Sekunden in einem 200 pm langen GefaBabschnitt
nicht veranderten. Thre Anzahl wurde als Zellen pPro e

Endothelzelloberflache (n/mm2) angegeben. Aus dem Gefabdurchmesser D und
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der Lange des untersuchten GefaBabschnitts L kann die Anzahl adharenter

Leukozyten pro m® Endothelzelloberfliche (AL) wie folgt kalkuliert

werden:
AL=(N*10°)/(D*n*L)
N = Anzahl adhdrenter Leukozyten
D = GefdBdurchmesser in pm
L = Lénge des GefdBabschnittes in um
7 = Kreiskonstante

2.5. Versuchsprotokoll

Zu Beginn des Versuchs wurden die zu untersuchenden GefaBabschnitte und
Kapillarfelder ausgewahlt und deren X-Y-Koordinaten fiir die spateren

intravitalmikroskopischen Untersuchungen gespeichert.
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2.5.1. Versuchsgruppen

Es ergaben sich folgende Versuchsgruppen:

Versuchprotokoll Versuchsgruppe Tierzahl
Moderate Hamodilution Hb-Dex-BTC n=>7"7
(Hkt 30%) ao—Hb n=7
Dextran n =717
Tab. 02

2.5.2. Moderate Hamodilution

Nach Gabe der Fluoreszenzfarbstoffe wurden alle im Vorfeld ausgewahlten
zu untersuchenden Areale aufgezeichnet und zugleich MAP, HR, und BG
registriert (baseline). AnschlieBend wurde bei den Tieren eine
isovolamische Hamodilution bis zu einem Hamatokrit wvon 30% durchgefiihrt.
Dazu wurde aus der Arteria Carotis interna Blut mit einer Rate von 0,2 ml

pro Minute entnommen und durch eine entsprechende Menge wvon entweder

Dextran 60, oao-Hb, bzw. Hb-Dex-BTC intravenos ersetzt.
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Das insgesamt auszutauschende Volumen (Va), um den gewunschten

Hamatokrit zu erreichen, wurde durch folgende Formel ermittelt:

Va=Vg*In (HCTa/HCTZz)

Va = auszutauschendes Volumen
Vg = geschdtztes Blutvolumen gesamt ( = Korpergewicht * 0,065 )
HCTa = Ausgangs Himatokrit

HCTz = Ziel Hamatokrit
In = natiirlicher Logarithmus

Nach Erreichen des Zielhdamatokrits (*+ 0,3% des gewiinschten Wertes) wurden
erneut intravitalmikroskopische Aufnahmen vorgenommen (0 min). Weitere
Messungen erfolgten 30 und 60 Minuten nach Abschluss der Hamodilution.
Vor Jjeder Aufnahme (baseline, 0', 30%', 60') wurde dem Versuchstier zur
Analyse arterielles Blut entnommen (0,1 ml) und durch die gleiche Menge

der jeweils zu untersuchenden Losungen substituiert.
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Abb. 09: Experimentelles Protokoll filir die Moderate Hémodilution.
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2.6. Verwendete Losungen fir die Hamodilution

Die zu untersuchende Losung war Hb-Dex-BTC (Pasteur-Mérieux sérums &
vaccins, Marcy 1'Etoile, Frankreich). Als Referenzldsungen fanden oo—Hb

(U.S. Army, USA) und 6% Dextran 60 (Pharmalink, Uppsala, Schweden)

Anwendung.
Eigenschaften der Losungen

Hb-Dex-BTC co—Hb Dextran 60
Konzentration (g/dl) 8.5 8.2 6.0

32 kDa: - 32 kDa:< 5%
Molekulargewicht §462Di5;:§%90% 5465Di52:9ii MG:60 kDa

> 500 kDa:< 5% |> 500 kDa: kA
HoO, (%) 90 85 kA
MetHb (%) <5 < 10 kA
Onkotischer Druck (torr) 40 34.5 39
Osmolaritat (cP) 280 280 290
Viskositat 2.15 0.99 kA
Psy (torr) 23 29.5 kA
PH 7.24 7.52 4.00-7.00

Tab. 03: kDa: Kilodalton; kA: Keine Angaben.
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2.7. Statistische Auswertung

Bei den dargestellten Werten handelt es sich um Mittelwerte * SEM.

Statistische Vergleiche innerhalb der Gruppen wurden vor der Hamodilution
(Baseline) und zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Hamodilution (0 min,
30 min, 60 min) durch eine ANOVA RM flir verbundene Stichproben +
Bonferroni multiplen Vergleichstest durchgefithrt (Graphpad Instat® 3.05,
Graphpad Software Inc., San Diego, USA). Die Vergleiche zwischen den drei
Gruppen wurden fiir jeden Zeitpunkt mit einem einfachen ANOVA + Bonferroni
multiplen Vergleichstest durchgefiihrt. P < 0,05 wurde als signifikant

gewertet.
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3.Ergebnisse

3.1. Moderate Hamodilution

3.1.1. Systemische Parameter

Hamatologie

Nach erfolgter Volumensubstitution sank der Hamatokritwert (Hkt) in allen
drei Gruppen signifikant auf einen Mittelwert von 30,6 %. Zu allen

nachfolgenden Zeitpunkten blieb der Hkt-Wert unverandert.

Hamatokrit (Hkt)
B0.0 -

50,0 4

e e g

40,0 A

Oaa-Hb
30,0 @ Hb-Dex-BTC
W Dextran

HKke (%)

200 4

10,0 A

0,0

haseline 0 min 30 min B0 min

Abb. 10: Hiamatokritwerte vor und widhrend moderater Himodilution. Die filir die
Blutgasanalyse entnommene Menge Blut wurde durch Kochsalzldsung als i.v. Bolus

ersetzt. n=7, MW +# SEM, * P < 0,05 vs. Baseline, ** P < 0,05 vs. Dextran.
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Der Hamoglobingehalt (Hb) verhielt sich ganz ahnlich und lag im Mittel
zum Zeitpunkt baseline bei 14,8 g/dl. Nach einem signifikanten Abfall auf
einen Mittelwert von 11,4 g/dl blieb der Hb-Gehalt bei aa-Hb und Hb-Dex-
BTC zu allen nachfolgenden Zeitpunkten konstant. Dextran, als nicht Hb
enthaltende Losung, zeigte nach stattgefundener Hamodilution einen um

1 g/dl starkeren Abfall des Hb-Gehalts als die beiden anderen Losungen.

Hamoglobin (Hb)

25,0 -
200 |
§ 15,0 A ——— O aa-Hb
2 BHbB-Dex-BTC
% 10,0 4 B Dextran
5,0 -
O‘D T T T

haseline 0 min 30 min B0 min

Abb. 11: Hdmoglobingehalt des Blutes vor und wdhrend moderater Hiamodilution. Die
fiir die Blutgasanalyse entnommene Menge Blut wurde durch Kochsalzldsung als i.v.
Bolus ersetzt. n=7, MW + SEM, * P < 0,05 vs. Baseline, ** P < 0,05 vs. Dextran.
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Blu*_cgse

Bei der quantitative Blutgasanalyse waren vor allem der pO,, pCO, und der
pH-Wert von groBerer Bedeutung. In Bezug auf den pO, zeigte Hb-Dex-BTC
zum Zeitpunkt 30 min im Gegensatz zu den anderen beiden Gruppen einen
signifikanten Abfall, der pCO, dagegen einen signifikanten Anstieg. Zum
letzten Beobachtungszeitpunkt lag Ho-Dex-BTC jedoch wieder auf gleicher
Hoher mit aa-Hb und Dextran und zeigte keine signifikante Veranderung
versus Baseline. Der arterielle pH-Wert sank nach erfolgter
Volumensubstitution in allen Guppen, am eindeutigsten jedoch bei Hb-Dex-
BTC mit einen signifikanten Abfall auf einen Wert von 7,40. In der
Dextran Gruppe sank der pH-Wert konstant bis zum Ende des Versuches,
wahrend er sich in den anderen Gruppe zum Zeitpunkt 60 min wieder erholte

und gegeniiber Baseline nur geringfiigig niedriger war.

pO;
120,0 -

1000 4

80,0 +
Oaa-Hb

60,0 4 @ Hb-Dex-BTC
W Dextran

pO2 (Torr)

40,0 4

20,0 +

0.0

baseline 0 min 30 min 60 min

Abb. 12: Mittlerer pO2 im Blut vor und wdhrend moderater Hémodilution. Die fir
die Blutgasanalyse entnommene Menge Blut wurde durch Kochsalzlbésung als 1.v.
Bolus ersetzt. n=7, Mw+/- SEM, * P < 0,05 vs. Baseline, ** P < 0,05 vs. Dextran.
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pCO,
70,0 A

60,0 4
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BEHh-Dex-BTC
30,0 4 W Dextran

40,0
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0.0

haseline 0 min 30 min B0 min

Abb. 13: Mittlerer pCO2 im Blut vor und wdhrend moderater Hémodilution. Die fiir
die Blutgasanalyse entnommene Menge Blut wurde durch Kochsalzlbésung als 1.v.
Bolus ersetzt. n=7, Mw+/- SEM, * P < 0,05 vs. Baseline, ** P < 0,05 vs. Dextran.

pH

755

7,50
c ’ ®
% 745 Daa-Hb
i EHbh-Dex-BTC
=
T 740 1 B Dextran
o

7,35 A

7.30

haseline 0 rin 30 min B0 min

Abb. 14: Mittlerer pH Wert des Blutes vor und wéhrend moderater Himodilution.
Die fiir die Blutgasanalyse entnommene Menge Blut wurde durch KochsalzlOsung als
i.v. Bolus ersetzt. n=7, Mw+/- SEM, * P < 0,05 vs. Baseline, ** P < 0,05 vs.
Dextran.
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Makrohimodynamik

Ausgehend von einem mittleren arteriellen Blutdruck (MAP) von 89 mmHg kam
es wahrend der Volumensubstitution in der Dextrangruppe 2zu einem
signifikanten Blutdruckabfall. Die anderen Gruppen zeigten beide einen
hoch signifikanten wenn gleich unterschiedlich stark ausgepragten
Blutdruckanstieg. Folglich war der Blutdruckanstieg von oo-Hb und Hb-Dex-
BTC im Vergleich zum Blutdruckabfall nach Dextran signifikant. Im
Gegensatz zu oo-Hb, bei dem sich der erhthte MAP bis zum Ende des
Versuchs signifikant zeigte, kehrte der MAP-Wert in der Hb-Dex-BTC Gruppe
zum Zeitpunkt 60 min wieder auf baseline Werte zurick.

Die Herzfrequenz (HF), zum Zeitpunkt Baseline im Mittel 438 min™, zeigte
keine nennenswerte Veranderungen in der Dextrangruppe iber die gesamte
Dauer des Experiments. Anders reagierte die Hb-Dex-BTC Gruppe zum
Zeitpunkt 0 min mit einem hoch signifikanten Abfall der HF versus
Baseline sowie versus Dextran auf einen Wert von 390 min{, erholte sich
aber wieder im Laufe des Versuches. Dagegen induzierte die
Volumensubstitution bei der ao-Hb Gruppe eine Reduktion der HF, die sich

zu allen Untersuchungszeitpunkten als signifikant erwies.

44



Diskussion

Mittlerer Arterieller Blutdruck (MAP)
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Abb. 15: Mittlerer arterieller Blutdruck, gemessen 1in der Arteria carotis
communis dextra des syrischen Goldhamsters vor und wihrend moderater
Hiamodilution. n=7, MW # SEM, * P < 0,05 vs. Baseline, ** P < 0,01 vs. Baseline, #
P < 0,05 vs. Dextran, ## P < 0,01 vs. Dextran.
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Abb. 16: Herzfrequenz, gemessen 1in der Arteria carotis communis dextra des

syrischen Goldhamsters vor und wdhrend moderater Hiamodilution. n=7, MW + SEM, * P
< 0,05 vs. Baseline, ** P < 0,01 vs. Baseline, # P < 0,05 vs. Dextran, ## P <
0,01 vs. Dextran.
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3.1.2. GefaBdurchmesser

Ausgewertet wurden Gefabe unterschiedlichen Durchmessers, 1im Mittel
jedoch postkapillédre Venolen mit einem Durchmesser von im Mittel 28 pm
und Arteriolen mit einem Durchmesser von im Mittel 34 pm. Wahrend der
gesamten Untersuchungsdauer von 60 min wurden am Durchmesser der Venolen
keine signifikanten Unterschiede sichtbar. In der Hb-Dex-BTC Gruppe
konnte an den postkapillaren Venolen eine geringe Dilatation gezeigt
werden. Dasselbe gilt fiir aa-Hb. Eine Dilatation der Arteriolen war, wenn
auch nur geringfliigig, in allen Gruppen sichtbar. Auch bei diesem

Parameter waren keine signifikanten Veranderungen nachweisbar.

Durchmesser Venolen

T 40 1
=
@ 30 OaaHb
3 BHb-Dex-BTC
E mDextran
e 20
=
a
10
U -
baseline 0 rmin 30 min 60 min
Abb. 17: Durchmesser postkapillirer Venolen des quergestreiften

Riickenhautmuskels beim syrischen Goldhamster vor und wdhrend moderater
Hémodilution. n=7, MW £+ SEM, * P < 0,05 vs. Baseline.
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Durchmesser Arteriolen
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Abb. 18: Durchmesser von Arteriolen des quergestreiften Riickenhautmuskels beim

syrischen Goldhamster vor und wdhrend moderater Hamodilution. n=7, MW + SEM, * P
< 0,05 vs. Baseline.
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3.1.3. Blutflussgeschwindigkeit

Die Blutflussgeschwindigkeit mit Anfangswerten um die 0,5 mm/s in den
postkapillaren Venolen stieg, wenn auch nicht signifikant, zu Beginn in
der Hb-Dex-BTC Gruppe und blieb im Verlauf des Versuches konstant bei
einem Wert von 0,7 mm/s. In den anderen beiden Gruppen kam es, nach einem
anfanglichen Anstieg, zu einem Abfall der Blutflussgeschwindigkeit, auf
einen Wert von 0,5 mm/s in der Dextran Gruppe und von 0,4 mm/s in der aa-
Hb Gruppe zum Zeitpunkt 60 min.

In Bezug auf die baseline Werte der jeweiligen Gruppe erwies sich dieser

Abfall der Blutflussgeschwindigkeit als nicht signifikant.

Blutflussgeschwindigkeit Venolen

1.0 1
i)
£
£ 038 A Oaa-Hb
5 B Hb-Dex-BTC
.-5 06 4 B Dextran
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54
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@
902
0.0

haseline 0 min 30 min 60 min

Abb. 19: Blutflussgeschwindigkeit  in den  postkapilldren  Venolen des
quergestreiften Rlickenhautmuskels beim syrischen Goldhamster vor und wihrend

moderater Hamodilution. n=7, MW £+ SEM, * P < 0,05 vs. Baseline.
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3.1.4. Extravasation

AuBer einer scheinbar erhdhten Extravasation, bei der Volumensubstitution
mit Dextran, aus postkapilldren Venolen in das umliegende Gewebe zum
Zeitpunkt O min, war iber die gesamte Dauer des Experiments bei keiner
der Gruppen eine nennenswerte Extravasation nachweisbar. Die Mittelwerte
lagen zu Beginn, sowie am Ende des Beobachtungszeitraumes bei 0,44 Ia/Ii.
Auch die Extravasation von Fluoreszenzfarbstoff aus den beocbachteten

Arteriolen zeigte sich bei allen Gruppen unauffallig.
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Abb. 20: Extravasation von Fluoreszenzfarbstoff aus postkapilldren Venolen des
quergestreiften Riickenhautmuskels beim syrischen Goldhamster vor und wihrend

moderater Hiamodilution. n=7, MW #+ SEM, * P < 0,05 vs. Baseline.
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Extravasation Arteriolen

06 A

0.5 1 Daa-Hb

@mHb-Dex-BTC
044 B Dextran
0.3

0.2 1

Fluoreszenzintensitit (la/li)

0.1 1

0.0 -

haseline 0 min 30 min B0 min

Abb. 21: Extravasation von Fluoreszenzfarbstoff aus den Arteriolen des
quergestreiften Riickenhautmuskels beim syrischen Goldhamster vor und widhrend
moderater Hamodilution. n=7, MW # SEM, * P < 0,05 vs. Baseline.
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3.1.5. Funktionelle Kapillardichte (FKD)

Die Funktionelle Kapillardichte (FKD), als MaBR fir die nutritive
Perfusion des Gewebes, blieb mit Mittelwerten um die 143 cm/cn’ in der
Ho-Dex-BTC und 145 cm/cm® in der Dextran Gruppe zu allen Zeitpunkten
gegeniiber den Anfangswerten von 161 cm/ car® und 158cm/cm®  nahezu
unverandert. In der aa-Hb Gruppe war, zum Zeitpunkt 60 min, ein geringer
Abfall der FKD auf einen Wert von 119 cm/cm® zu verzeichnen. Eine

statistische Signifikanz ergab sich daraus jedoch nicht.

FKD
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Abb. 22: Funktionelle Kapillardichte im quergestreiften Riickenhautmuskel beim

syrischen Goldhamster vor und wdhrend moderater Hiamodilution. n=7, MW + SEM, * P
< 0,05 vs. Baseline.
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3.1.6. Leukozyten-Endothelzell-Interaktion

Die Anzahl der entlang des Endothels der postkapillédren Venolen rollenden
Leukozyten (Roller) wverringerte sich bei allen Gruppen zu Beginn der
Volumensubstitution, stieg jedoch, aa-Hb ausgenommen, im ILaufe des
Versuches wieder an. Bei allen Gruppen war die Anzahl der Roller iber den
gesamten Beobachtungszeitraum unter dem Ausgangswert, aber im Vergleich
zu diesem nicht signifikant nachweisbar. Die am Endothel der
postkapillaren Venolen fest adharenten Leukozyten (Sticker) hingegen,
stiegen im Verlauf bei der Hb-Dex-BTC und der Dextran Gruppe und kehrten
nur bei aa-Hb, zum Zeitpunkt 60 min, auf nahezu den Ausganswert zurick.

Eine statistische Signifikanz wurde jedoch in keiner der Gruppen erzielt.
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Abb. 23: Rollende Leukozyten (Roller) 1in den postkapilldren Venolen des
quergestreiften Riickenhautmuskels beim syrischen Goldhamster vor und widhrend

moderater Hiamodilution. n=7, MW # SEM, * P < 0,05 vs. Baseline.
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Sticker Venolen
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Abb. 24: Fest adhdrente Leukozyten (Sticker) in den postkapilldren Venolen des
quergestreiften Riickenhautmuskels beim syrischen Goldhamster vor und wahrend

moderater Hiamodilution. n=7, MW #+ SEM, * P < 0,05 vs. Baseline.
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4, Diskussion

4.1. Einleitung

Die Gewebeoxygenierung ist abhangig von Sauerstoffangebot,
Sauerstoffverbrauch und der  lokalen  O,-Diffusionskapazitat. Das
Saverstoffangebot an ein Organ 1ist wvon Qualitdt und Quantitadt der
Organperfusion und dem Sauerstoffgehalt des arteriellen Blutes abhangig.
Eine Abnahme des Sauerstoffgehalts kann durch eine Zunahme der
Organperfusion ausgeglichen werden. Da unter physiologischen Bedingungen
das Sauerstoffangebot den Sauerstoffverbrauch tbertrifft und nur ein Teil
des Sauerstoffangebotes ausgeschopft wird, kann mit Ausnahme des Herzens
einer Abnahme des Sauerstoffangebotes auch mit einer Erhohung der

Sauerstoffextraktion begegnet werden.

4.1.1. Kompensationsmechanismen bei Hamodilution

Systemische Kampensation bei Hamodilution

Wahrend der Hamodilution (HD) nehmen der Hamtokrit (Hkt) und damit auch
die Viskositat des Blutes ab. Dies fithrt zu einer Nachlastsenkung, =zu
einer Zunahme des vendsen RiUckstroms, zu einer besseren ventrikuldren
Fillung und somit iber den Frank-Starling-Mechnismus zu einer Erhohung
des Herzminutenvolumens (HMV) (152) (156). Mit der Zunahme des HMV lasst
sich in den arterioldren Widerstandsgefdlen eine Zunahme der

Blutflussgeschwindigkeit (B£G) beobachten, die iUber eine erhohte
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Scherkraftvermittelte NO-Freisetzung zu einer Vasodilatation in diesen
GefaBen fiuhrt (43) (150) (167). Bis zu einem Hkt wvon 30% kann das
Sauverstoffangebot an die Organe aufgrund der Uberproportionalen Zunahme
von HMV und Organperfusion sogar noch zunehmen (150) (151) (152). Mit
fortschreitender HD nimmt das HMV nicht weiter 2zu und somit das
Sauverstoffangebot ab (209). Durch eine Zunahme der Sauerstoffextraktion
kann aber der Sauerstoffverbrauch auch bei abnehmendem Sauerstoffangebot
noch aufrecht erhalten werden (156) (209). Erst wenn auch dieser
Kompensationsmechanismus erschopft ist, ist der sogenannte kritische Hkt
erreicht, bei dem eine weitere HD zu einer Gewebehypoxie und Azidose
fihren wirde. Der kritische Hkt i1st individuell nicht vorhersehbar,
Voruntersuchungen haben jedoch gezeigt, dass dieser Wert beim Hund unter

Raumluftatmung im Bereich von etwa 10% liegt (151).

Mikrozirkulatorische Kompensation bei Hamodilution

Parallel zu den Veranderungen in der Makrozirkulation kommt es auch in
der Mikrozirkulation zu Anpassungsvorgangen wahrend der Hamodilution.
Unter physiologischen Bedingungen liegt der systemisch gemessene
Hamatokrit Uber dem kapilldren Hamtokrit; dieser nimmt wahrend
Hamodilution in vergleichsweise geringem Umfang ab (96) (156).

Weiterhin findet man bei moderater Hamodilution eine Zunahme der
Blutflussgeschwindigkeit in Arteriolen und Kapillaren. Dadurch kann die
Abnahme des kapillaren Hamatokrits ausgeglichen werden, sodal der
Erytrozytenflux in den Kapillaren anndhernd konstant bleibt

(134) (151) (160). Da sich die Sauerstoffdiffusion aus den Arteriolen
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indirekt proportional zur Blutflussgeschwindigkeit wverhdlt und somit bei
Hamodilution abnimmt, steht in den Kapillaren mehr sauerstoffreiches Blut
flir den Gasaustausch zur Verfligung (95) (96) (123).

Das lokale Sauerstoffangebot nimmt daher ebenso wenig ab wie das globale
Saverstoffangebot. Im Gegenteil ist haufig gezeigt worden, dass der
Gewebesauerstoffpartialdruck (tP0O;) bei moderater Hamodilution sogar
zunehmen kann (156). Eine homogenere Verteilung der Perfusion sowohl in
den zufilihrenden Arteriolen als auch in den Kapillaren ermdglicht dariiber
hinaus auch eine bessere Sauerstoffutilisation in ZUVOY
mangelperfundierten Arealen, was ebenfalls zum Erhalt einer adequaten
Gewebeoxygenierung beitragt (129) (154) (160) . Die erhohte
Blutflussgeschwindigkeit (BfG) kann die Sauerstoffversorgung allerdings
nur bis zu einem Hamatokritwert von etwa 20% gewdhrleisten (156), da bei
zu hoher BfG die Transitzeit der Erythrozyten in den Kapillaren zu kurz
wird und somit die Sauerstoffabgabe an das Gewebe erschwert wird (68). In
diesem Fall sinkt der lokale Sauerstoffgehalt des Gewebes unter die flr

die adaquate Funktion des Organs notwendige Konzentration (220) (223).

Viskositat

Dass es sich beim Hamatokritwert um einen limitierenden Faktor in der
Mikrozirkulation handelt, ist seit langem bekannt und wurde in der
Literatur einschladgig behandelt (96) (134) (151) (156). In den letzten
Jahren wurde jedoch immer klarer, dass auch die Viskositat des

Gesamtblutes ein solcher limitierender Faktor sein kann (219).
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Die Viskositat des Blutes wird wvor allem durch den Hamatokritwert
bestimmt, wahrend sich die Scherrate aus GefaBdurchmesser und
ErythrozytenflieBgschwindigkeit (Efg) zusammensetzt (222) . Nach
isovolamischer HD steigt die Efg und mit ihr die Scherrate. Zu beobachten
ist aber auch eine Migration der Erythrozyten in die GefaBmitte. Somit
bildet sich eine Plasmaschicht zwischen dem zentralen Strom und der
GefaBwand aus (6) (7) (186) . Wichtig in diesem Zusammenhang ist somit die
Viskositadt des Plasmas. Plasmaviskositat und Scherrate definieren die
Scherkraft (222), welche das Endothel stimuliert, wvasoaktive Substanzen
wie Prostazyklin (56) und NO (17) zu produzieren.

NO ist wverantwortlich fiir die bei isovolamischer HD beocbachtete
arteriolare Vasodilatation (43), die mit einer erhohten
ErythrozytenflieRgeschwindigkeit und gleichbleibender FKD einhergeht.
Wenn aber bei fortschreitender HD das HMV nicht aufrecht erhalten werden
kann und somit die Efg sinkt, wie es bei der extremen HD mit HES 200.000
bereits gezeigt worden ist (22), sinkt folglich die Scherrate. Bei
gleichbleibender Plasmaviskositat waren somit die Scherkraft und mit ihr
die NO Produktion vermindert. Durch die einsetzende Vasokonstriktion
wlirde dann die kapillare Perfusion sinken (219). Der reduzierte Blutfluss
verursacht eine erhdhte Transitzeit der Erythrozyten in den Kapillaren
und einen gesteigerten Sauerstoffverlust im arteriellen System durch die
Metabolisierung im hochaktiven Endothel und Diffusion in das umgebende
Gewebe (123), mit der Folge eines geringeren Sauerstoffangebots in der
Mikrozirkulation (218). Ein Anheben der Plasmaviskositat koénnte jedoch

die Scherkraft zum Zeitpunkt einer bereits sinkenden Scherrate aufrecht
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erhalten und durch eine anhaltende Vasodilatation zum regulierenden

Faktor der FKD werden (222).

4.1.2. Hamodilution mit Hamoglobinlosungen

Hamoglobinldsungen sollen bei der Hamodilution im Unterschied zu den
Kristalloid oder Kolloid basierenden Volumenexpandern nicht nur das
zirkulierende Volumen sondern auch die Sauerstofftransportkapazitat des
Blutes aufrechterhalten. Im Vergleich findet man aber bei den
Hamoglobinldsungen trotz des erhohten Hamoglobingehaltes wund somit
erhohter Sauerstofftransportkapazitat des Blutes nach erfolgter tiefer
Hamodilution im Gegensatz zu den reinen Volumenexpandern einen
verminderten Gewebe-PO, in der Mikrozirkulation (218). Ferner ist nahezu
regelmalig ein Anstieg des mittleren arteriellen Blutdrucks im
systemischen und pulmonalen Kreislauf zu becbachten (83) (84), basierend
auf einer Vasokonstriktion der Arteriolen. Der erhdhte totale periphere
Widerstand limitiert zum einen den fir die moderate Hamodilution
typischen Anstieg des Herzzeitvolumens und flihrt aufgrund des reduzierten
Perfusionsdruckes zu einem verminderten Blutfluss in den Kapillaren
(174) (197) . Diese Ergebnisse sind typisch fiir die Vasoaktivitat wvon
Hamoglobinldsungen und zeigen, dass eine Steigerung der
Sauerstoffkapazitdt des Blutes bei  gleichzeitig eingeschrankter
mikrovaskuldarer Perfusion keine ausreichende Sauerstoffversorgung des
Gewebes zu garantieren vermag.

Neben der hoheren Sauerstoffkapazitat des Blutes bewirkt das frei im

Plasma geldste Hamoglobin eine Senkung des Diffusionswiderstandes flir
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Sauverstoff (86) (92) zwischen den Erythrozyten und dem Endothel. Dies
konnte sich theoretisch positiv auswirken, da bei dieser Senkung die
kurzen Transitzeiten der Erythrozyten in den Kapillaren, in Verbindung
mit dem hohen  Sauerstoffdiffusionswiderstand des  Plasmas, die
Sauverstoffabgabe an das Gewebe begrenzen. Bei moderater Hamodilution ist
dagegen bei Vorliegen von zellfreiem Hb im Plasma durch die gesteigerte
Sauerstoffdiffusibilitidt eine Uberoxigenierung in den Arteriolen
diskutiert worden, die im {ibrigen auch durch die aufgrund der
Vasokonstriktion wverminderten Blutflussgeschwindigkeit und der damit
einhergehenden erhdhten Sauerstoffdiffusion aus den Arteriolen abgeleitet
werden kann (124). Letztlich kann die Mikrozirkulation durch die Infusion
von Hamoglobinlésungen durch deren vasoaktive Eigenschaften nachteilig

beeinflusst werden (224).

4.1.3. Vasokonstriktorischer Effekt von Hamoglobinldsungen

Die Erklarungen vasokonstriktorischer Effekte wvon Hamoglobinldsungen
finden in der Literatur verschiedene Ansatze:

1) Einen mdglichen Erklarungsansatz konnten Studien zu Endothelin (ET)
liefern. Die zentrale Gabe von ET verursacht eine dosisabhangige Erhdhung
des totalen peripheren Widerstandes mit konsekutiver Erhohung des
mittleren arteriellen Blutdruckes (MAP). Neben der Verminderung des
Blutflusses in den meisten Organen infolge eines verminderten HMV, fihrt
zentral appliziertes ET zu einer Vasokonstriktion zentraler GefaBe und
folglich zu einer enormen Erhohung des zerebralen Gefabwiderstandes

(69) (71) . Der direkte Effekt wvon ET an vasoaktiven Neuronen sowie die
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anfangliche Erhohung mit nachfolgender Senkung des Blutdruckes bei
zentraler Gabe von ET lasst auf einen komplexen Mechanismus schlieRen
(69) (71) . Eine durch Hamoglobinldsungen induzierte Freisetzung von ET
kénnte also eine Rolle bei der kardiovaskulédren Regulation spielen.

2) Denkbar ware auch eine direkte Beteiligung adrenerger Mechanismen am

Effekt wvon Hamoglobinldsungen auf den MAP. In einer Studie mit DCLHb
(Kommerzielles Pendant zu ao-Hb) konnte gezeigt werden, dass ein durch

o—-Adrenozeptoren vermittelter vasokonstriktorischer Effekt signigikant
potenziert werden konnte (70). Dieser Effekt wird auf eine Sensitivierung
der o-Adrenozeptoren zurickgefiihrt und hat eine Erhohung des MAP zur
Folge. AuBer in der erwdhnten Studie von Gulati und Rebello (70) sind
bisher allerdings keine weiteren Erkenntnisse zu diesem Thema gewonnen
worden.

3) Auch O, kann durch seine Interaktion mit dem Endothel die
Vasoaktivitat der GefaRe beeinflussen. Die frithzeitige Freisetzung won
Sauerstoff in den Arteriolen ist bei frei im Plasma liegenden
Hamoglobinldsungen  vermutlich ausgepragt und im  Vergleich zU
intraerythrozytarem Hamoglobin deutlich erhdht. Die Arteriolen reagieren
auf diesen Reiz mit einer Vasokonstriktion und einer Erhéhung des totalen
peripheren Widerstandes (232). Durch chemische Modifikationen am
Hamoglobinmolekiil wird versucht diesem unerwiinschten Effekt vorzubeugen.
Dabei wird der Psg erniedrigt und somit die frithzeitige Abgabe des
Sauerstoffs vermindert (239) . Dadurch werden nicht nur eine

Vasokonstriktion, sondern auch ein friher Verbrauch wvon O, in den
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Arteriolen verhindert, wodurch mehr Sauerstoff die Kapillaren erreichen
kann (224).

4) Eine weitere vasoaktiv wirkende GroBe ist die Viskositat der
Hamoglobinlosungen. Wahrend die Viskositat des Blutes wvom Hkt abhangt,
ist die Scherkraft am Endothel durch die Plasmaviskositat und die BfG
definiert. Die Scherkrafte stimulieren das Endothel zur Produktion
vasoaktiver Substanzen, wie das Prostazyklin und NO (17) (115) (219) (222).
Bereits bei moderater HD mit Dextran 60 wird die Plasmaviskositat erhoht
(157). Da auch die BfG ansteigt, sollten somit die am Endothel wirkenden
Scherkrdfte in den Arteriolen zunehmen und zu einer vermehrten
Freisetzung von NO mit konsequtiver Vasodilation fihren, wie sie bereits
nach moderater HD gezeigt worden ist (43). Liegt dagegen die Viskositat
des verwendeten Blutersatzstoffes niedriger als die Plasmaviskositat
(Hamster normal 1,2 cP) wie z.B. im Falle von ao-Hb (0,9 cP) so kann die
Plasmaviskositdt nach HD erniedrigt sein. Im Falle einer aufgrund der
arteriolaren Vasokonstriktion werminderten BfG kommt es somit zu einer
Abnahme der Scherkrafte am Endothel und somit potentiell =zu einer
Vasokonstriktion. Hamoglobinldsungen mit einer hohen Viskositdt kdénnen
die Plasmaviskositat nach moderater HD erhohen und somit einer Abnahme
der Scherkrafte am Endothel entgegenwirken (38) (167), selbst wenn die BfG
durch Vasokonstriktion wvermindert ist. Ist die Viskositat der Losung
jedoch zu gering und nicht in der Lage die Viskositat des Plasmas zu
steigern, kommt es zur Vasokonstriktion mit anschlieBender Verminderung

der mikrovaskuldren Perfusion der Organe (219) (222).
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5) Der jedoch wahrscheinlichste vasokonstriktorisch wirkende Mechanismus
ist das NO-Scavenging. Die GrobBe des Hamoglobinmolekiils erlaubt es diesem
zu extravasieren. Im Vergleich zu O, besitzt NO eine wvielfach hohere
Affinitdt zu Hamoglobin und geht daher mit diesem bevorzugt eine Bindung
ein. Durch die Bindung von NO an das Hamoglobimmolekiil entsteht ein NO
Mangel im Bereich des Endothel (41) (44). Da NO als Mediator an der
glatten Muskulatur der Gefable die Vasodilatation ermoglicht, geht eine
verminderte NO-Konzentration mit einer Vasokonstriktion einher (41) (44).
Basierend auf dieser Hypothese wurden polymerisierte und konjugierte
Hamoglobine hergestellt, die aufgrund ihrer molekularen GroRe nur noch
geringfigig extravasieren koénnen und daher das NO-Scavenging vermindern
sollten (27). Ein weiterer experimenteller Ansatz ist die genetische
Modifikation des Hamoglobinmolekiils am distalen Ende der Ham-Tasche, um
die Affinitat des NO und somit seine Bindung zu reduzieren (44). Beide
Methoden kéonnten  das NO-Scavenging minimieren und somit den

vasokonstriktorischen Effekt der Hamoglobinldsungen reduzieren.

4.2. Diskussion der Fragestellung

Hamoglobinbasierte Sauerstofftrager (HBOC’s) konnten in naher Zukunft
zusatzlich zur Volumensubstitution aufgrund ihrer Sauverstoff
transportierenden Eigenschaften die akute normovoldmische Hamodilution
optimieren und die Notwendigkeit wvon Fremdoluttransfusionen weiter
reduzieren.

Die wvasoaktiven Eigenschaften der Hamoglobinldsungen sind Jjedoch ein

limitierender Faktor flir die klinische Anwendung dieser Substanzen und
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ihre Beseitigung daher von groRer Bedeutung. Die Klarung der Frage, ob
durch die Konjugation von Hamoglobin mit einem Makromolekiil, wie es bei
Hb-Dex-BTC der Fall ist, neben der Extravasation zugleich auch eine
Vasokonstriktion wvermieden werden kann ist daher ein wichtiger Schritt
zur Beurteilung der Effekte von HbOC’s (24) (27) (143) (146).

Von nicht geringerem Interesse ist der Einfluss der Plasmaviskositat auf
die Regulation des Blutflusses und folglich auf die Gewebeoxygenierung.
Die Verwendung hochviskdser Hamoglobinldsungen und die Aufrechterhaltung
einer normalen Plasmaviskositat wahrend Hamodilution kénnte flir die
Mikrozirkulation und der davon abhdngigen Gewebeoxygenierung von Vorteil
sein. Die Uberprifung eines vorteilhaften Effektes und das Verstandnis
der damit wverbundenen Mechanismen ist daher wvon groBer Bedeutung
(24) (20) (38) (143) (228) .

Die vorliegende Arbeit wendet sich diesen speziellen Problemen zu, ohne
deren Losung die Effizienz der Hémoglobinldsungen in der

Transfusionsmedizin nicht untersucht werden kann.

4.3. Diskussion von Material und Methodik

Modell

Die 1n dieser Studie durchgefiihrten Untersuchungen wurden am
Rickenhautkammermodell des syrischen Hamsters vorgenommen, da der
untersuchte Musculus cutaneus maximus histomorphologisch der
quergestreifter Muskulatur gleicht (155). Insbesondere entspricht das

kapillare Netzwerk mit den parallel verlaufenden Gefalen, sowie ihren
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strickleiterartigen Querverbindungen der Angioarchitektur des
quergestreiften Muskels. Aufgrund der Einschichtigkeit des kapilléren
Netzwerkes kann es in seiner zweidimensionalen Struktur mikroskopisch
vollstandig erfasst werden. Neben dem Kapillarbett konnen sowohl die
zufithrenden als auch die ableitenden GefaBe mikroskopisch beurteilt und
untersucht werden.

Anhand dieses Gefabsystems konnen mikrohdmodynamische Parameter sowie das
FlieRverhalten von Blutzellen am wachen Versuchstier mit Hilfe der
intravitalen Fluoreszenzmikroskopie beurteilt werden. Das Gewebe weist
auch mehrere Tage nach Kammerimplantation keine Entziindungszeichen, wie
extravasierte Blutbestandteile oder eine vermehrte intraluminale Prasenz
von Leukozyten auf (155). Untersuchungen sind daher mit diesem Modell
Uber einen léangeren Zeitraum moglich.

Das MikrogefaBsystem kann in verschiedenen Organen
intravitalmikroskopisch dargestellt werden, wie unter anderem in der
Leber (138), dem Gehirn (194) und dem Darm (118). Vergleichbar stehen zur
direkten Visualisierung des MuskelgefaBsystems mehrere Modelle zur
Verfiigung, zum Beispiel der Tenuissimus-Muskel des Kaninchens (130), der
Sartorius-Muskel der Katze (87), der Musculus extensor digitorum longus
(55) und der Musculus cremaster der Ratte (94), sowie der Musculus
tibialis anterior des Hamsters (36).

Alle diese Modelle kénnen jedoch nur als Akutmodelle verwendet werden und
ermbglichen daher eine Untersuchungsdauer von lediglich wenigen Stunden.
Weitere Nachteile dieser Modelle sind die erforderliche Andsthesie und

das  frische chirurgische Trauma vor einer  Untersuchung, die
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moglicherweise die gewonnenen Ergebnisse verzerren oder gar verfdlschen
kéonnen. Sowohl die Anasthesie aufgrund ihrer vasomotorischen Einfliisse,
als auch das chirurgische Trauma durch moglichen Vasospasmus der
terminalen Arteriolen, konnen eine verminderte mikrovaskuldre Perfusion

zur Folge haben (99) (155).

Ein chronisches Mikrozirkulationsmodell schlieBlt solche durch Andsthesie
oder chirurgisches Trauma verursachten Nebenwirkungen aus. Ein solches
Modell, bei dem Beobachtungen ohne Verwendung von Narkose iber einen
langeren Zeitraum moglich sind, ist das von Endrich et al. entwickelte
Rickenhautkammermodell des Hamsters (47). Es stehen weiterhin die
Rickenhautkammermodelle der Ratte (23) und der Maus (126) zur Verfligung.
Gegeniber den Dbeiden anderen Modellen bietet das Hamstermodell den
Vorteil, dass sich die zu praparierenden Gewebeschichten leichter
voneinander 1&sen lassen und aulerdem transparenter und somit besser
beurteilbar sind. Aus den genannten Grunden wurden die hier vorliegenden
Untersuchungen am quergestreiften Musculus cutaneus maximus des syrischen

Goldhamsters mit Hilfe des Rickenhautkammermodels durchgefiihrt.

Untersuchungstechniken

Die intravitale Fluoreszenzmikroskopie hat gegeniber anderen
Untersuchungsmethoden zur quantitativen Analyse der Mikrozirkulation den
entscheidenden Vorteil, dass die Mikrozirkulation quantitativ und in
hoher raumlichen und zeitlicher Aufldosung beurteilt werden kann. Diese

Art der Untersuchung erlaubt die quantitative Analyse der
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Mikrohamodynamik, lbestehend aus Messung der Blutflussgeschwindigkeit
sowie der lokalen mikrovaskuldren GefaBdurchmesser, Messung der
intravitalen Zell-Zell-Interaktion, der funktionellen Kapillardichte
sowie der Extravasation von FITC-Dextran 150 kD in den perivaskularen
Raum.

Bei indirekten MeBmethoden, wie der Mikrospharen-Technik (89) (90) oder
der Laser Doppler Flowmetrie (158) (215), kann in der Regel nur die
regionale Organdurchblutung, nicht aber die Mikrozirkulation als solche
und ihre Untereinheiten beurteilt werden. Ergebnisse, die mit Hilfe der
Histologie gewonnen werden, missen kritisch interpretiert werden, da bei
dieser Technik nur der Zustand zu einem bestimmten Zeitpunkt erfasst
werden kann und das Verfahren anfallig fir Artefakte durch Gewebeentnahme
und Aufbereitung ist.

Mit der Einfilhrung neuer quantitativer intravitalmikroskopischer Methoden
zur Analyse der Mikrozirkulation (4) (97) (98) (107) und deren Kombination
mit Videotechniken (100) (235) (236), ist Videofluoreszenzmikroskopie den
integralen Verfahren wie zum BReispiel Mikrospharen-Technik (89) (90) bei
bestimmten Fragestellungen klar {lberlegen. Im Gegensatz zu integrierend
messenden Verfahren ist es mit Hilfe der intravitalen
Fluoreszenzmikroskopie moglich geworden, kontinuierlich die dynamischen
Veranderungen in den einzelnen GefaBRsegmenten sowohl im Hinblick auf die
BlutflieRgeschwindigkeit als auch auf die lokalen mikrovaskularen Zell-
Zell-Interaktion zu untersuchen. Die Messung der Blutflussgeschwindigkeit
erfolgte hier mit der Line-Shift-Diagramm-Methode, die eine ideale

Kombination aus automatischem und interaktivem Verfahren darstellt. Sie
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liefert schnell zuverldssige und objektive Messergebnisse und ermoglicht
gleichzeitig eine gute Kontrolle und Bewertung der Glite der automatischen
Messung (114). Die Bestimmung rollender (Roller) und am Endothel
adharenter Leukozyten (Sticker) in Venolen erfolgt nach in vivo Anfarbung
der Zellen mit Rhodamin 6G. Durch die starke Leuchtkraft des
Fluoreszenzmarkers und Fokussieren in verschiedenen Ebenen wahrend der
Beobachtungszeit ist es moglich, die Anzahl der ILeukozyten auch in
postkapillaren Venolen mit groRerem Durchmesser zuverlassig zu ermitteln.
Die intravitale Fluoreszenzmikroskopie erlaubt die Erfassung
funktioneller Parameter wie etwa der funktionellen Kapillardichte (FKD)
(173) (199) (242) (243) d.h., der GefaRlange wvon mit Erythrozyten
perfundierten Kapillaren pro Flache, sowie die quantitative Messung der
Extravasation von Makromolekiilen in das perivaskulédre Interstitium
(177) (212) .  Studien Uber die Effekte verschiedener Arten des
Volumenersatzes bei hamorrhagischem Schock zeigen, dass die FKD als ein
Indikator fiir eine erfolgreiche Therapie im Sinne des Uberlebens
angesehen werden kann (111) (136) (173) (221). Bei der Analyse der
GefaBdurchmesser ist das Aufldsungsvermdgen des Mikroskops und des
Kamera-Video-Systems von Bedeutung (107). Das in dieser Studie verwendete
System bietet ein Aufldsungsvermogen von lpm x lpm.

Ein computergesteuerter Mikroskopiertisch ermdglicht die Wiederauffindung
der zu Beginn der Experimente ausgesuchten GefaBsegmente zu den einzelnen

Untersuchungszeitpunkten.
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4.4. Diskussion der Ergebnisse

4.4.1. Kontrollgruppe (Dextran 60)

Der Abfall von Hkt und Hb kam durch die anfangliche Hamodilution zustande
und war erwartungsgemal signifikant.

Im Gegensatz zu den anderen Gruppen sank der MAP in der Dextran-Gruppe
nach stattgefundener Hamodilution (HD)von Anfangs 87 mmHg auf 81 mmHg,
blieb dann aber iber die restliche Untersuchungsdauer konstant. Dieser
Effekt ist bereits in Voruntersuchungen an Ratten (70) (71), sowie an
syrischen Goldhamstern beobachtet  worden (22) (123). In anderen
vergleichbaren Untersuchungen an syrischen Goldhamstern wurden wiederum
keine nennenswerten Verdnderungen des MAP nach isovoldmischer HD mit
Dextran 60 beschrieben (174) (175) (176) (222). Der Grund fir ein Absinken
des MAP nach erfolgter HD ist daher nicht klar ersichtlich. Aufgrund der
unterschiedlichen Ergebinsse in der Literatur bei gleicher Spezies diirfte
eine speziesspezifische Reaktion eher unwahrscheinlich sein. Das gleiche
gilt fir mogliche Nebenwirkungen durch Andsthetika. Im Gegensatz zu
Studien bei nicht andsthesierten Tieren (174) (175) (176) (222), konnte Kuo
et al. eine Senkung des MAP bei syrischen Goldhamstern unter Einwirkung
von Narkosemittel zeigen (123). In vorliegender Studie standen die Tiere
jedoch nicht unter dem Einfluss eines Andsthetikums. Der Hamatokrit (Hk)
des Hamsters ist mit bis zu 53% hoher als der anderer Spezies.
Untersuchungen an Ratten (202), aber auch an Menschen mit hohen Hk-Werten
nach einem Hohenaufenthalt (241) =zeigten eine Abnahme des MAP nach

Hamodilution und somit &hnliche Veranderungen. Auch Nolte et al.

68



Diskussion

untersuchten syrische Goldhamster im Wachzustand, konnten aber keine
Veranderung des MAP registrieren (174) (175) (176). Ein Volumenverlust
durch Extravasation kénnte ein méglicher Erklarungsansatz sein und wirde
einen erniedrigten MAP und eine erhohte HF erklédren. In der vorliegenden
Studie konnte Jjedoch keine signifikante Extravasation des
Fluoreszenzfarbstoff FITC-Dextran mit einem Molekulargewicht von 150kDa
(3.1.4) beobachtet werden. Eine Extravasation von Dextran mit einem
Molekulargewicht wvon 60kDa ist aber nicht ausgeschlossen. Eine
versehentliche Hypovolédmie durch die fiir die Blutanalyse entnommene
Blutmenge von 0,1 ml bietet aufgrund der geringen Blutabnahmemenge und
der anschlieBenden Volumensubstitution mit dem exakt gleichen Volumen an
Kochsalzldsung keine befriedigende Erklarung, zudem die MAP-Werte sowie
die Hkt-Werte zu allen spateren Zeitpunkten trotz weiterer Blutabnahmen
unverandert blieben. Denkbar ware jedoch, dass die Geschwindigkeit der
Volumensubstitution oder aber eine zu niedrige Temperatur der
Kochsalzlosung einen solchen Effekt hatte auslésen kénnen. Der Grund fir
ein Absinken des MAP nach stattgefundener HD lasst sich jedoch nicht
endgiltig klaren.

Die tendenziell steigende Herzfrequenz kommt aufgrund des sinkenden MAP
zustande und ist eine Folge der systemischen Kompensation des Organismus
(152) (156) .

Es waren keine signifikanten Veranderungen der arteriellen und venolaren
GefaBdurchmesser, der Blutflussgeschwindigkeit und der FKD messbar. Eine
Vasodilatation der arteriolédren GefaRe wird in Zusammenhang mit einem

erniedrigten MAP und einem konstant bleibenden HMV in mehreren Studien
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beschrieben (52) (151) (241). Andere Untersucher haben bei &hnlichen
Studien festgestellt, dass Dextran 60 bei moderater Hamodilution keinen
Einfluss auf diese GrdoBen hat  (123) (160) (174). Eine arterielle
Vasokonstriktion konnte erst bei HD auf einen Hkt von ungefahr 10%
(160) (174), sowie bei Einsatz wvon Narkosemittel beobachtet werden

(123) (134) (160) .

4.4.2. o0o-Hb-Gruppe

Auch in dieser Gruppe war der Abfall von Hkt und Hb signifikant. Die
Werte blieben auch hier nach stattgefundener Hamodilution Uber die
Gesamtdauer der Versuche konstant.

Der MAP stieg im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant an und ist als

direkte oder indirekte Reaktion der Arteriolen auf die Hamoglobinlosung
zu sehen. Der vasokonstriktorische Effekt von oo-Hb beruht, wie bereits
unter 4.1.3 beschrieben, auf verschiedenen Faktoren, von denen der o-

adrenerge Effekt und die Folgen geringer Viskositat wvon oao-Hb direkt
untersucht worden sind (70) (219) (222) . Das geringe Molekulargewicht wvon
64kDa lasst =zudem eine Extravasation mit konsekutiv verstarktem NO-
Scavenging und daraus folgender Vasokonstriktion vermuten (41).

Im Gegensatz zur Kontrollgruppe sinkt die Herzfrequenz in dieser Gruppe
und ist auch hier aufgrund des steigenden MAP als Folge der systemischen
Kompensation des Organismus zu deuten (152) (156). Dieser Befund ist mit

Ergebnissen wvon Caron et al. (24) (26) (28) und Nolte et al. (175)

vergleichbar. In den genannten Studien wurden bei HD mit oo-Ho an
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Kaninchen wie an syrischen Goldhamstern Senkungen der Herzfrequenz in
gleichem MaRe beobachtet.

Die in diversen Studien beobachteten Veranderungen des arteriolaren
GefaBdurchmessers unterscheiden sich sowohl hinsichtlich des
GefaBdurchmessers unter Ausgansbedingungen als auch hinsichtlich des
zeitlichen Verlaufes und bediirfen daher einer genaueren Erklarung. Die
Arteriolen werden je nach GroBe in A0 - A4 kategorisiert, wobei eine
Arteriole nullter Ordnung (AO) einem groBen Widerstandsgefal (ca. 120pm)
und eine Arteriole vierter Ordnung (A4) einer prakapilléren Arteriole
(ca. 10pm) entspricht (160) (218). Die Rickenhautkammer in vorliegender
Studie wurde in Anlehnung an die Kammerpraparation nach Endrich et al.
implantiert wund 1lasst nur die Beobachtung arteriolarer GefaRe der
Kategorie Al bis A4 zu (47). Bei dieser Art der Praparation ist die
Ausfallquote durch Entziindung im Vergleich zum Rickenhautkammermodell
nach Sakai et al. (196), das die Mdglichkeit zur Beobachtung von Gefaben
der Ordnung A0 - A4 bietet, deutlich geringer. Die am Institut flr
Chirurgische Forschung seit langerem etablierte Kammerimplantation nach
Endrich et al. wurde 1in =zahlreichen Voruntersuchungen zum Thema
Hamoglobinldsungen eingesetzt (13) (141) (142) (174) (176) und bietet daher
eine groRere Zahl an Vergleichswerten.

Im Gegensatz zu den im folgenden Text erwahnten Ergebnissen &dhnlicher

Untersuchungen von Nolte et al. und Tsai et al. am Rickenhautkammermodell
(174) (218), blieben in der ao~Hbo Gruppe sowohl die Gefaldurchmesser, als

auch die Blutflussgeschwindigkeit zu allen Zeitpunkten nahezu konstant

und zeigten keine signifikante Veranderung. Die unterschiedlichen
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Beobachtungen koénnen auf die verschiedenen  Praparationstechniken
zurickgefithrt werden und stehen somit in keinem Widerspruch zueinander.
Tsali et al. konnte in Untersuchungen mit der Rickenhautkammer nach Sakai
et al. eine Vasokonstriktion nur bei Gefaben der GroBenordnung A0 bis A2
beobachten (197). Studien in der Rickenhautkammer durch Nolte et al.
fanden in Anlehnung an die Implantationstechnik nach Endrich et al. statt
und konnten zum Zeitpunkt O bis 2 min nach HD mit ao-Hbo eine
Vasokonstriktion auch fir GefaRe der Kategorie A3 — A4 zeigen (174). Dab
in vorliegender Studie keine arterioldren GefaBveranderungen beocbachtet
wurden, kann an der =zeitlich vorgeschalteten Becbachtung der Venolen
liegen, wahrend eine Vasokonstriktion prakapilldrer Arteriolen in dem
relativ kurzen Zeitfenster nicht aufgezeichnet werden konnte.

Ahnlich wie in vergleichbaren Studien fiel die FKD (174), jedoch nicht
signifikant. Die FKD ist fiir die Vasokonstriktion arterioldrer GefdRe ein
sensitiver Marker und wird als solcher herangezogen (173). Die niedrige
Viskositat von ao-Hb und die somit nach HD erniedrigte Scherkraft fihrt
zusammen mit dem Scavenging von NO zu einer Vasokonstriktion groRer
arteriolarer Widerstandsgefale, und kann sich durch Erhohung der Nachlast
negativ auf das HMV auswirken. Im Gegensatz zu Perfluorockarbonen, die
keine systemische Vasokonstriktion hervorrufen und somit ein erhthtes HMV
in Folge einer erhohten Fluiditat bewirken (74) (209), kann nach HD mit
Hamoglobinldsungen  die Zunahme der Nachlast durch  arterioléare
Vasokonstriktion das HMV starker senken, als die erhohte Fluiditat das

HMV zu erhShen vermag (65) (175) (240). ©Eine durch das niedrige
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Molekulargewicht von 64kDa stattfindende Extravasation konnte die durch
NO-Scavenging vermittelte Vasokonstriktion verstédrken (siehe 4.1.3).

Bezliglich Extravasation wurden keine signifikanten Veranderungen
gemessen. Die gemessene Extravasation bezieht sich Jjedoch auf den

Fluoreszenzfarbstoff FITC-Dextran mit einem Molekulargewicht wvon 150kDa
(2.4.3), eine Extravasation von oo-Hb mit einem Molekulargewicht wvon

64kDa ist somit nicht ausgeschlossen.

4.4.3. Hb-Dex-BTC-Gruppe

Der Abfall von Hkt und Hb war wie in den beiden Gruppen zuvor
erwartungsgemall signifikant und kam durch die anfangliche Hamodilution
zustande.

Der pH-Wert nahm tendenziell ab und zeigte sich zum Zeitpunkt 30 min
signifikant erniedrigt. Der pH von Hb-Dex-BTC ist zwar mit 7,24 niedriger
als der pH des Blutes, eine Beeinflussung des Gesamt-pH durch HD mit
dieser Losung ist jedoch nicht anzunehmen und in Voruntersuchungen auch
bislang nicht gezeigt worden (24) (26). Wahrscheinlicher erscheint eine
mogliche Azidose aufgrund respiratorischer Veranderungen nach erfolgter
Hamodilution. In direktem Zusammenhang dazu stehen die Werte des 0O,, CO,
und HCOs;, 1iber welche der Saure-Base-Haushalt reguliert wird. Die
Blutgase O, und CO, zeigten in ihren mittleren Partialdriicken nach HD mit
Hb-Dex-BTC signifikante Veranderungen, wobei der p0O, sank und der pCO;
dagegen anstieg. Der HCOs; bleibt konstant und lasst somit auf eine

metabolisch kompensierte respiratorische Azidose schlieBen. Dieses
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Phénomen ist in Voruntersuchungen mit Hb-Dex-BTC jedoch bisher nicht
beschrieben worden (24) (26) und bedarf einer Erkdrung. Da die genannten
Studien an Kaninchen und vorliegende Studie an syrischen Goldhamstern
erfolgte, ist eine speziesspezifische bzw. modellspezifische Reaktion
nicht auszuschlielen. Hierbei dirften anatomische und methodische
Unterschiede eine groBe Rolle spielen. Denkbar ware eine voribergehende
Flussumkehr in der Vena brachialis des Hamsters bei Infusion der Ldsung
in die Vena jugularis. Dies wirde bedeuten, dass Hb-Dex-BTC wahrend der
HD bei veringertem Blutfluss in der Vena brachialis verweilen wiirde. Der
hyperaggregierende Effekt von Hb-Dex-BTC ist bekannt (1.2) und hat eine
Aggregation der Erythrozyten zur Folge, die bei wiederhergestelltem
anterograden Blutstrom in der Vena brachialis in die ILunge wandern
wlirden. Diese Aggregate kdnnen durch Verschlechterung des Blutflusses
(10) (12) und einen prothrombotischen Effekt (116) zur Minderperfusion des
Lungengewebes beitragen und den Gasaustausch in der ILunge negativ
beeinflussen. Die Konsequenz ware eine respiratorische Azidose. In den
oben genannten Studien von Caron et al. am Kaninchen (24) (26) wurden die
Hamoglobinlosungen Jjeweils iber eine Ohrvene infundiert. Bei diesem
intraventsem Zugang besteht warscheinlich keine Moglichkeit zur
Flussumkehr oder retrograden Infusion. Die Infusionsrate bezogen auf das
Korpergewicht unterschied sich jedoch nicht von der in unserer Studie

verwendeten.

Der MAP stieg signifikant an und war mit dem der aa-Ho Gruppe

vergleichbar. Auch hier ist diese Reaktion als ein direkter oder
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indirekter wvasokonstriktorischer Effekt wvon Hamoglobinldsungen zu sehen
(4.1.3).

Nach abgeschlossener HD mit Hb-Dex-BTC war ein Anstieg des MAP um
durchschnittlich 11% zu verzeichnen, wvergleichbar mit dem in der oao~Ho-
Gruppe Jjeweils zu den Zeitpunkten 0 und 30 min. Nach 60 min kehrte der

Wert nahezu auf Ausgangsniveau zurlick (95 = 8 mmHg), wohingegen er mit

100 £ 9 mmHg in der ao-Ho-Gruppe signifikant erhoht blieb. Dieser Befund
deckt sich weitgehend mit vorhergehenden Studien wvon Caron et al., in
denen Kaninchen mit verschiedenen Substanzen, darunter auch oao-Hbo und Hb-
Dex-BTC, auf einem Hkt zwischen 24% und 31% hamodiluiert wurden. Nach
moderater HD wurden hierbei sowohl nach Blutaustausch mit ao-Hb als auch
mit Hb-Dex-BTC Blutdruckanstiege in gleichem Umfang (9% - 13%) wie in
vorliegender Studie gefunden (24) (26) (28).

Scheinbar besitzen daher ao—Hb und Ho-Dex—-BTC die selben
vasokonstriktorischen Eigenschaften. Caron et al. konnten im Mesenterium
der Ratte nach topload Infusion von Hb-Dex-BTC im Vergleich mit oo-Hb
sogar eine signifikant starkere Vasokonstriktion feststellen, jedoch nur
wahrend der ersten 5 min nach Infusion (27). In dieselbe Richtung gehen
Befunde aus den oben zitierten Studien Dbeziiglich des systemisch
vaskuldaren Widerstandes. Dieser stieg nach HD mit ao~Hb und Hb-Dex-BTC
jeweils von 2,8 mmHg*s*cm ™ auf 4,6 bzw 4,9 gleich stark an (26). Zieht
man Jjedoch die wvascular hindrance (vascular hindrance = Systemisch
vaskularer Widerstand / Blutviskositat) heran, so zeigt sich jedoch in

derselben Studie ein tendenziell starkerer Anstieg nach HD mit aoa-Hb (ca.

75



Diskussion

+100%) im Vergleich zur HD mit Hb-Dex-BTC (+63%) (26) . Das
unterschiedliche Verhalten der Vascular Hindrance nach HD lasst sich auf
eine unterschiedliche Blutviskositat nach HD mit oaa-Hb bzw. Hb-Dex-BTC
zurickfihren und deutet darauf hin, dass der Strdmungswiderstand im Falle
von oao-Hb vornehmlich durch Vasokontriktion, Jjedoch im Falle von Hb-Dex-—
BTC zumindest teilweise auch durch eine relativ erhdhte Blutviskositat
hervorgerufen wurde. Direkte Messungen der Blutviskositat in vitro nach
HD von Hkt 40% auf Hkt 30% bei unterschiedlichen Scherraten haben namlich
gezeigt, dass dieser Parameter nach HD mit Hbo-Dex-BTC (2.15 cP) weniger
stark abfallt als nach HD mit autologem Plasma, wohingegen der
entsprechende Wert flir ao-Hbo (0.99 cP) deutlich unter dem von autologem
Plasma liegt (24) (26) (29). In vitro Messungen zufolge lag die
Blutviskositat auch in unserer Studie bei einem Hk wvon 30% nach HD mit

Hb-Dex-BTC zumindest bei niedrigen Scherraten deutlich hoher als nach HD

mit ao-Hb oder mit Dextran 60.

60 LHet 30% e Wk bicod 60 - Hot 10% —8— Whole blood

e —a— Dextran o —o— Dextran
g S0 k —&— aa-Hb g 50 L\ —H— aa-Hb
T 401 Hb-Dex-BTC| & 40 1 % —e— Hb-Dex-BTC
> 30 2 30 w
2 2 ~
8 20 8 20 - -
2 2] -
> 104 > 104 s

0 v ) 0 . y

0.1 10 1,000 0.1 10 1,000
a Shearrate (s ') b Shear stress (s~ )

Abb 25: Viskositdt von Blut (Hkt 45%) und nach HD bis Hkt von 30% (a) oder 10%
(b) mit Dextran, aa-Hb und Hb-Dex-BTC (n=5). Die Viskositdt wurde bei 37% 1in
vitro gemessen flir Scherraten von 0,5 bis 128,5 st und Scherkrdften von 0,5 bis
128,5 s (nach Caron et al., 2004) (29).
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Wie aus der Graphik ebenfalls ersichtlich ist ndhern sich die Werte der
Blutviskositdt in allen Gruppen bei hohen Scherraten aneinander an was
darauf hinweist, dass die nach HD mit Hb-Dex-BTC erhdohte Blutviskositat
zum Teil auf den zuvor diskutierten hyperaggregatorischen Effekt dieser
Hb-Losung zuruckgefihrt werden kann. Tatsachlich konnten Menu et al. eine
Korrelation zwischen der Blutviskositat und der Auspragung des
Erythrozyten aggregierenden Effektes einer Losung zeigen (146). In dieser
Studie wurde mit Hb-Dex-BTC im Vergleich zu autologem Plasma oder ao-Hb
eine frithe Aggregation der Erythrozyten bei niedrigen Scherraten
erreicht, die nur bei hohen Scherraten dissozierten. Es kann daher
vermutet werden, dass der hyperaggregatorische Effekt und somit auch die
erhohte Blutviskositat nach HD mit Hb-Dex-BTC nur in mikrovaskuléaren
GefaBen, und hier insbesondere in den Venolen, zum Tragen kommt.
Insgesamt gesehen sind daher die vasokonstriktorischen Eigenschaften wvon
Hb-Dex-BTC im Vergleich =zu oao-Hb vermutlich geringer. Neben einer
geringeren Extravasation und der hoheren in vitro Viskositat wvon Hb-Dex-
BTC kame auch ein geringeres Scavenging von endothelialem NO als
Erklarung in Frage (105). Jia et al. (105) stellten fest, dass durch die
chemische Modifikationen im Hb-Dex-BTC die Reaktionsrate wvon NO mit
Oxyhamoglobin von 18,8 uM{*sq'in HoA, auf 11,3 uM‘l*s_1 reduziert wird.

Die FKD fiel nach stattgefundener HD mit Hb-Dex-BTC wvergleichbar zu
Dextran von Anfangs 161 cm/cm® nicht signifikant auf Mittelwerte um die
147 cm/am’® und blieb bis zum Zeitpunkt 60 min konstant. Dies kénnte im

Vergleich zur HD mit ao-Hb, nach der sich bei 60 min tendenziell
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niedrigere Werte fanden, in einer geringeren Vasokonstriktion begrindet
liegen. Durch die hohere Blutviskositdt nach HD mit Hb-Dex-BTC im
Vergleich zu Dextran und oo-Hb sind die Scherkraft am Endothel und die
damit verbundene NO Produktion im Endothel héher. Dadurch koénnte die FKD
aufrecht erhalten worden sein. Im Vergleich zu ao-Hb spielt auch noch das
groBere Molekulargewicht von Hb-Dex-BTC eine Rolle. Die wvermutlich
geringere Extravasation und die damit einhergehende vergleichsweise
hohere Bioverfligbarkeit von endothelialem NO konnte der Vasokonstriktion
entgegengewirkt haben. Auch die hohere Plasmaviskositdt nach HD mit Hbo-
Dex-BTC und eine Hyperaggregation in den Venolen kdnnte fiir einen hoheren
hydrostatischen Druck 1in den Kapillaren verantwortlich sein, der

prinzipiell einer Aufrechterhaltung der FKD entgegenkommt.
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5. Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Studie war es, im tierexperimentellen Modell der
Rickenhautkammer am wachen syrischen Goldhamster die Wirkung einer
isovolamischen Hamodilution von Hb-Dex-BTC, ao-Hb und Dextran 60 auf die

Mikrozirkulation des Hautmuskels zu untersuchen.

Dazu wurde 21 syrischen Goldhamstern in Narkose eine Riickenhautkammer
implantiert und Dauerkatheter in die A. carotis und V. jugularis gelegt.
Nach Ablauf einer Erholungsphase von Jjeweils 2 Tagen wurden die wachen
Tiere einer isovolamischen Hamodilution auf einen Hamatokrit wvon 30%
unterzogen. Als Blutersatz wurde 6% Dextran 60, oo-Ho oder Hb-Dex-BTC

verwendet.

Bestimmt wurden die systemischen Kreislaufparameter, die
Hamoglobinkonzentration, der Hamatokritwert, Blutgase, Base Excess,
Laktatkonzentration, sowie mit Hilfe der intravitalen
Fluoreszenzmikroskopie insbesondere die arterioldren und venolaren
GefaRdurchmesser, die Extravasation wvon 150.000 kDa FITC Dextran, die
Blutflussgeschwindigkeit in postkapilldren Venolen, die Leukozyten-
Endothelzell-Interaktion und die funktionelle Kapillardichte als MaB der

nutritiven Gewebeperfusion.
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Es konnte gezeigt werden:

1) Isovolamische Hamodilution mit Dextran 60 beinfluRt die mikrovaskulare
Perfusion 1in der Riuckenhautkammer nicht. Bis auf einen Abfall des
mittleren arteriellen Blutdruckes, begleitet von einem Anstieg der
Herzfrequenz, finden sich auch bei den {brigen Parametern keine

Veranderungen.

2) Der Blutaustausch mit aoa-Hb fihrt zu einem sofortigen Anstieg des
mittleren arteriellen Blutdruckes, begleitet wvon einem Abfall der
Herzfrequenz. Nur in dieser Gruppe kommt es nach HD zu einem
signifikanten Abfall der venolaren Blutflussgeschwindigkeit im
Zeitverlauf und nur in dieser Gruppe findet sich eine starke Tendenz zur

Abnahme der funktionellen Kapillardichte.

3) Nach Hamodilution mit Hb-Dex-BTC findet sich ebenfalls ein Anstieg des
mittleren arteriellen Blutdruckes, der sich innerhalb der ersten 30 min
nach Abschluss der HD nicht wvon den Werten in der oao-Hb Gruppe
unterscheidet, nach 60 Minuten Jjedoch wieder auf Ausgangswerte
zurickkehrt. Die Herzfrequenz fallt in dieser Gruppe ebenfalls ab. Eine
Abnahme der venolaren Blutflussgeschwindigkeit, bzw. eine Tendenz zur

Abnahme der funktionellen Kapillardichte wurde jedoch nicht becbachtet.
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In der vorliegenden Studie wurden nur geringe Unterschiede zwischen den
beiden Hamoglobinl&sungen festgestellt, die bei vertiefter Hamodilution
eventuell deutlicher zu Tage getreten waren. Bei der isovolamischen
Hamodilution ist jedoch derzeit ein Hamatokrit wvon 30% der klinisch

relevante Zielhamatokrit.

Ein Teil des in der Hb-Dex-BTC Gruppe beobachteten Blutdruckanstieges
lieRe sich auf den infolge der hoheren Blutviskositat ebenfalls erhdhten
systemischen GefaRwiderstand zurlickfithren. Die Grinde flir eine im
Vergleich zu oao-Hb verminderte Vasokonstriktion waren somit in der
hoheren Plasmaviskositat und vermehrten Produktion von endothelialem NO
sowie in einem verminderten Scavenging von NO zu suchen. Letzteres lasst
sich einerseits auf die chemischen Modifikationen des Hb-Dex-BTC Molekiils
selbst sowie andererseits auf die verminderte Extravasation des im

Vergleich zu ao~Hb groReren Molekuls zurickfihren.

Ein Vergleich der Effekte von ao-Hb und Ho-Dex-BTC auf die mikrovaskulare

Perfusion nach extremer Hamodilution muld das Ziel weiterer Studien sein.
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