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1 Einleitung

1.1 Rationale zur Entwicklung kinstlicher Sauerstofftrager

Das Ziel bel der Entwicklung kinstlicher Sauerstofftrager ist es, die Sauerstofftransportkapazitét
des Blutes zu steigern, um dadurch unter kritischen Bedingungen die Sauerstoffversorgung der
Gewebe verbessern zu koénnen. Die hdufig verwendete Bezeichnung ,, Kunstblut” ist aber insofern
unpassend, als dass diese Losungen lediglich darauf ausgelegt sind, Sauerstoff zu transportieren
und die anderen Funktionen des Blutes im Bereich der Hamostase oder des |mmunsystems weder
ersetzen konnen noch sollen.

Die Entwicklung kunstlicher Sauerstofftréager wurde urspriinglich vor allem fur die praklinische
Therapie von Traumapatienten gefordert. Allein in Deutschland versterben jahrlich ca. 25 000
Menschen am hamorrhagisch-traumatischen Schock, womit dieser die haufigste Todesursache in
der Bevolkerungsgruppe zwischen 15 und 45 Jahren darstellt (100). Eine schnelle und effiziente
Therapie gerade in der Frilhphase des Schocks ist von entscheidender Bedeutung fiir das Uberleben
(26). Durch Volumentherapie kann zwar die akute Hypovolamie behoben werden, ab einem
bestimmten Punkt wird jedoch die Verdinnungsandmie zum limitierenden Faktor fir die
Gewebeoxygenierung. Dann wéren Erythrozytenkonzentrate die Therapie der Wahl, diese sind
jedoch im praklinischen Zeitraum nicht verflgbar. Hier konnten kiinstliche Sauerstofftréger auf
Hamoglobinbasis zum Einsatz kommen. Sie sind gut lagerungsféhig und kénnen unabhéngig von
der Blutgruppe des Patienten verabreicht werden, da sie keine Antigene aufweisen.

Zusétzlich konnte der Einsatz hé&moglobinbasierter Sauerstofftrager helfen, perioperative
Fremdblut-Transfusionen zu vermeiden. Die transfusionsassoziierten Risiken konnten zwar in den
Industrielandern durch hohe Qualitétsstandards und verbesserte Testmdglichkeiten stark reduziert,

aber nicht beseitigt werden (Tabelle 1-1).



Todesfalle/

Risiken Haufigkeit
1 Million EKs
Infektionen
viral
Hepatitis A 1/1.000.000 0
Hepatitis B 1/30.000 - 1/250.000 0-0,14
Hepatitis C 1/30.000 - 1/150.000 0,5-17
HIV 1/200.000 - 1/2.000.000 05-5
HTLV Typ lund Il 1/250.000 - 1/2.000.000 0
Parvovirus B 19 1/10.000 0
Bakteriell 1/500.000 0,1-0,25
Akute hdmolytische Reaktionen 1/250.000 - 1/1.000.000 0,67
Verzdgerte hamolytische Reaktionen 1/1.000 0,4
transfusionsassoziiertes ARDS 1/5.000 0,2

Tabelle 1-1: Transfusionsassozierte Risiken in den USA (nach Goodnough et al. (68))

Nach wie vor besteht die Gefahr einer transfusionsbedingten Virusinfektion, wenngleich die
Wahrscheinlichkeit daftr durch die Screeningverfahren wie zum Beispiel der Testung auf HIV-,
p24- oder HCV-Antikorper seit den 80-er Jahren um mehrere Zehnerpotenzen verringert werden
konnte (13). Ein weiteres Risiko geht von der bakteriellen Kontamination aus, die zumeist durch
Yersinien verursacht wird. Die Haufigkeit hierfir nimmt proportional zur Lagerungsdauer der
Erythrozytenkonzentrate zu (1; 2). Ungeféhr die Halfte aller Todesfalle bei akuten hdmolytischen
Reaktionen ist auf ABO-Inkompatibilitéten infolge falscher Zuordnung von Konserve zu
Empfanger zurickzufiihren (116), weshalb der Bedside-Test vor jeder Erythrozytentransfusion
zwingend vorgeschrieben ist. Kaum vermeidbar dagegen ist das Auftreten verzogerter

hamolytischer Reaktionen infolge einer Alloimmunisierung auf seltenere, im routinemaidigen



Antikorpersuchtest nicht zu detektierende Blutgruppenantigene (149). In seiner Pathogenese noch
weitgehend ungeklart ist das Auftreten von transfusionsassoziierten akuten Lungenschéden
(TRALL), die sich in den ersten vier Stunden nach Transfusion in Form eines nicht - kardiogenen
Lungentdems mit Atemnot und Dyspnoe manifestieren (159). Darllber hinaus scheinen
Bluttransfusionen eine durch Spenderleukozyten verursachte Immunsuppression beim Empféanger
zu bewirken (155). Wahrend widerspriichlich diskutiert wird, ob die Hemmung des | mmunsystems
durch Bluttransfusionen fir eine erhthte Rate postoperativer Infektionen und frihzeitige
Tumorrezidive verantwortlich ist (206), gibt es Hinweise darauf, dass sie einen unabhangigen
Risikofaktor fir posttraumatisches Multiorganversagen darstellen (146). Aufgrund der zuletzt
genannten Erkenntnisse wurde im Jahre 2001 in Deutschland eine standardméiige
Leukozytendepletion fur Erythrozytenkonzentrate vorgeschrieben (3).

Unabhangig von den transfusionsassoziierten Risiken fuhrt die epidemiologische Entwicklung in
den Industrienationen zu einer zunehmenden Verknappung des ,Rohstoffes Blut®: Der
abnehmenden Spendenbereitschaft in  der Bevolkerung und der Einschrénkung des
Spenderkollektivs durch Screening-Untersuchungen auf der einen Seite steht der medizinische
Fortschritt gegentiber, der im Rahmen der Maximalversorgung immer grofdere Operationen bei
immer alteren Patienten moglich werden lasst. Dementsprechend sagen Hochrechnungen fir das

Jahr 2030 einen Fehlbestand von 4 Millionen Blutkonserven in den USA voraus (205; 207).



1.2 Geschichte

1.2.1 Hamolysate und stromafreie Hamoglobinldsungen

Bereits in der ersten Hélfte des letzten Jahrhunderts wurden durch die Lyse von Erythrozyten und
anschliefiende Aufreinigungsschritte die ersten Ha&moglobinlosungen hergestellt und im
Tierversuch getestet. Dabei konnte gezeigt werden, dass Hamoglobinlésungen prinzipiell in der
Lage sind, Sauerstoff zu transportieren (8). Im Jahre 1949 publizierten Amberson et al. erstmals
Erfahrungen Uber den Einsatz von Hamoglobinlésungen beim Menschen (7). Als wichtigste
Nebenwirkungen wurden eine Steigerung des arteriellen Blutdruckes und in Abfall der
Herzfrequenz beobachtet, zudem wurde eine Beeintréchtigung der Nierenfunktion durch die
Verabreichung der Hamoglobinlésung vermutet. Besonders Aufsehen erregend war der Fall einer
22-jahrigen Patientin, die nach schweren postpartalen Blutungen durch die Infusion von insgesamt
2,3 Litern H&moglobinlésung (250 g Hb) zwar zundchst stabilisiert wurde, jedoch 9 Tage spéter im
Nierenversagen verstarb. Als Ursache hierfir wurde neben der Schadigung der Niere durch den
Schock eine zusétzliche Beeintréchtigung der Organfunktion durch eine Verunreinigung der
Hamoglobinldsungen mit Stroma-Resten gesehen (29; 143).

Die weitere Entwicklung fokussierte sich auf die Herstellung stromafreier Hamoglobinldsungen
(166), aber auch diese verursachten bei gesunden Testpersonen ausgepragte Nebenwirkungen, und
zwar wiederum einen Blutdruckanstieg in Begleitung von Bradykardie, Bauchschmerzen und eine
passagere Verschlechterung der Nierenfunktion in Kombination mit Hamaturie (181). Da nun
Stroma-Reste als Ursache fur die Nebenwirkungen ausgeschlossen werden konnten, richtete sich
der Fokus weiterer Untersuchungen auf das Verhalten von freilem Hamoglobin im Kreislauf. Dabei
identifizierte man vor alem drel weitere Probleme, die einem Einsatz stromafreier
Hamoglobinldsungen am Menschen im Wege stehen: Aul3erhalb der Erythrozyten dissoziiert das
Hamoglobin-Tetramer rasch in Di- und Monomere, welche dann renal eliminiert werden. Dies

bedingt einerseits eine relativ kurze intravasale Halbwertszeit von etwa 60 Minuten (7) andererseits
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fahrt das glomerulé&r filtrierte Hamoglobin zu einer Schadigung der Nierentubuli, vergleichbar mit
dem Bild einer Crush-Niere (29; 143).

Zudem fehlt auRerhalb der Erythrozyten der allosterische Effektor 2,3-BPG, der die Sauerstoff-
Affinitét von Hamoglobin bei ca. 27 mmHg einregelt. Ohne ihn liegt die Sauerstoffaffinitéat von
Hamoglobin bel nur etwa 12 mmHg, was die Sauerstoffabgabe in den peripheren Geweben stark

beeintréchtigt.

1.2.2 Chemisch modifizierte Hamoglobinldsungen

Durch chemische Modifikation gelang Walder und Mitarbeitern (217) die Herstellung einer
neuartigen Hamoglobinlésung, die in den Neunziger Jahren unter dem Namen Diaspirin-Cross-
Linked Hemoglobin (DCLHb) zu einem der gréften Hoffnungstréager unter den HBOC wurde. Bei
diesesm Molekul verhindert die kovalente Verbindung der beiden o-Untereinheiten (oc-
crosslinking) Uber eine bis(3,5-Dibromosalicyl)-Fumarat-Briicke die Dissoziation und senkt
gleichzeitig die Sauerstoff-Affinitét in den physiologischen Bereich (33 mmHg) (208).

In préklinischen Studien zeigte DCLHb trotz der Modifikation keine Immunogenitét (59). Durch
das aa-crosslinking wird das Tetramer nicht mehr so schnell renal eliminiert, wodurch die
intravasale Verweildauer gesteigert wurde (81) und auch das Problem der Nephrotoxizitét beseitigt

werden konnte (82; 204).

Die Effektivitéat zur Therapie des hdamorrhagischen Schocks konnte in verschiedenen Tiermodellen
belegt werden (38; 40; 49; 55; 72; 74; 82; 150; 152; 161; 164; 185), wobei sich auch hier Uber den
reinen Volumeneffekt hinaus eine zusdtzliche Blutdrucksteigerung durch arterioléare
Vasokonstriktion nachweisen lief3, wie sie schon von den stromafreien Hamoglobinlésungen her

bekannt war. Auch in einer klinischen Phase | - Studie an gesunden Probanden wurden eine
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dosisabhangige Blutdrucksteigerung und gastrointestinale Beschwerden als  wichtigste
Nebenwirkungen bei der Verabreichung von DCLHb festgestellt (162).

In den folgenden Jahren durchlief DCLHb erfolgreich klinische Phase |1 — Studien (163) und wurde
dabei auch fur Indikationen wie Sepsis (169), apoplektischen Insult (182) oder kardiale
Bypassoperationen (105) untersucht. Als erste Hamoglobinldsung tberhaupt wurde es schlief3lich
in zwei grof3 angelegten Phase |11 — Studien fir die Therapie des hamorrhagischen Schocks getestet
(96; 193).

Bei einer dieser Studien stellte sich jedoch heraus, dass die Mortalitdt in der DCLHb-behandelten
Gruppe signifikant hoher war als die der konventionell therapierten Kontrollgruppe (193). Dies
fahrte nicht nur zum friihzeitigen Abbruch der besagten Studie, sondern auch zur Einstellung des
gesamten DCLHb-Programmes durch die Firma Baxter.

Zwar wurden auch Fehler bei der Planung und Durchfihrung der Studie fir das Scheitern
mitverantwortlich gemacht (173; 193), aber offensichtlich lag es auch an den Nebenwirkungen von
DCLHb, dass der Vortell der zusétzlichen Sauerstofftransportkapazitét nicht in ein besseres

Uberleben der Patienten umgesetzt werden konnte (222).
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1.3 Vasoaktivitdt von Hamoglobinldsungen und NO-Scavenging

Schon 1920 war berichtet worden, dass die Infusion von Hamoglobinlésungen zu arterieller
Hypertension fuhrt (23) und bereits Amberson et al. forderten als Ursache dafiir einen chemischen
Pressoreffekt (7). Es sollte jedoch noch Jahrzehnte dauern, bis die verantwortlichen Mechanismen
fr die Vasoaktivitat von Hamoglobinldsungen entdeckt wurden. Ein Meilenstein hierbei waren die
Forschungen von Furchgott, Ignarro und Murad (Nobelpreis 1998), die nachgewiesen haben, dass
der bis dahin postulierte endothelium-derived relaxing factor (EDRF) nichts anderes ist als das in
freler Form extrem kurzlebige Stickstoffmonoxid (NO). Stickstoffmonoxid wird im Korper von
verschiedenen Isoformen der NO-Synthase durch Abspaltung des terminalen Stickstoff-Atoms aus
der Aminosaure L-Arginin gebildet. Nach der Identifizierung der NO-Synthase in Aortenringen
von Kaninchen durch Furchgott 1980 wurden die verschiedenen Unterformen der NO-Synthase
eingeteilt in
» die neuronale NO-Synthase (nNNOS), welche NO in den Neuronen des zentralen und auch
peripheren Nervensystems synthetisiert und so eine wichtige Rolle bei der zelluléren
Kommunikation spielt
» dieinduzierbare NO-Synthase (INOS), welche im Immunsystem aber auch im kardiovaskuléren
System vorkommt und eine Rolle bel Entzindungs- und Abwehrreaktionen spielt
» die endotheliale NO-Synthase (eNOS), welche unter anderem in Abhangigkeit von den
Scherkréften am Endothel NO produziert, welches von dort aus in die glatten Muskelzellen der
Gefd3wand diffundiert und dort Uber einen Guanylatcyclase-abhangigen Mechanismus zur
Vasodilatation fuhrt. Diese mehr oder weniger konstante, stromungsabhangige NO-Produktion
und -Diffusion ist einer der Hauptmechanismen bei der lokalen Autoregulation der

Gewebedurchblutung.
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NO zahlt zu den freien Radikalen, daher ist es ein sehr reaktionsfreudiges und instabiles Molekdil.
Diffundiert NO aus dem Endothel in das Gefaf3-Lumen, so kann es dort Uber eine Vielzahl
verschiedener Reaktionen mit Hamoglobin interagieren. Allerdings reduzieren der Plasmasaum
zwischen Endothel und Erythrozyt (110) und die Erythrozytenmembran selbst (86; 102; 119) die
Diffusion von NO zum Hamoglobin und begrenzen dadurch das Ausmal3 der Reaktionen (86; 119;
210; 211). Eine Met-Hb-Reduktase schitzt das Hamoglobin im Erythrozyten effektiv vor der
Oxidation zu Methdmoglobin und Nitrat (56; 119).

In letzter Zeit wurde entdeckt, dass Hamoglobin in der Lage ist, NO in Form von S-nitroso-
Hamoglobin zu binden und im Kreislauf zu transportieren (69; 91; 196). Hierbei scheint — &hnlich
wie beim Sauerstofftransport — ein allosterischer Effekt die Bindung von NO in sauerstoffreicher
Umgebung zu begiinstigen, wohingegen bei Erreichen eines sauerstoffarmeren Umfeldes die NO-
Abgabe erleichtert wird (91; 196). Dementsprechend wurde postuliert, dass NO zusétzlich zur
lokalen Autoregulation auch eine wichtige Rolle bei der systemischen Anpassung des Blutflusses
an den metabolischen Bedarf der einzelnen Gewebe spielt (67; 71; 191).

Liegt Hamoglobin nicht intraerythrozytér, sondern frei im Plasma gelost vor, so sind die
Reaktionen zwischen NO und H&amoglobin nur noch durch die Diffusion des Molekiils in die Ham-
Tasche limitiert und finden ,,nahezu mit Lichtgeschwindigkeitstatt” statt (67). Aufgrund verénderter
Reaktionsbedingungen kommt es hierbei primér zu einer Inaktivierung von NO, was man als,,NO-
Scavenging“ bezeichnet: Reagiert NO mit Oxy-Hamoglobin, so bildet sich Met-Hamoglobin und
Nitrat, reagiert es mit Deoxy-Hamoglobin, entsteht Nitrosyl-Hamoglobin (154; 219). Durch diese
Reaktionen wird NO in Hamoglobinldsungen bis zu 650-fach schneller abgebaut als in einer
Erythrozytensuspension mit vergleichbarem Hamoglobingehalt (119). Gleichzeitig bedeutet die
Bildung von Met-Hamoglobin auch eine funktionelle Inaktivierung des Hamoglobins fir den

Sauerstofftransport (107; 153).
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Nach heutigem Verstandnis ist NO-Scavenging der hauptverantwortliche Mechanismus fir die
Vasoaktivitédt und den blutdrucksteigernden Effekt von Hamoglobinlésungen wie zum Beispiel
DCLHb (50; 200). Eine Steigerung des Blutdruckes kann unter hypotensiven Bedingungen wie
beim hamorrhagischen Schock durchaus erwtinscht sein. Einen wirklichen Vorteil bringt die
Blutdrucksteigerung allerdings erst dann, wenn sie auch zu einem erhdhten Blutfluss in den
Geweben fuhrt. Wird die Steigerung des Blutdruckes hingegen lediglich durch eine Konstriktion
der Widerstandsgeféile erreicht, so kann es distal der Konstriktion sogar zu einem Abfall der
Gewebeperfusion kommen. Dies wirde bedeuten, dass bei Verwendung von DCLHb fir die
Therapie des hamorrhagischen Schocks die Stabilisierung des Kreislaufes moglicherweise nur auf

Kosten der Gewebedurchblutung erreicht wurde.

Im Modell der Ruckenhautkammer am syrischen Goldhamster konnte in unserem Institut gezeigt
werden, dass der Volumenersatz nach hdmorrhagischem Schock mit DCLHb zwar den Blutdruck
wieder vollstandig herzustellen kann, dass dabei die Kapillarperfusion aber signifikant schlechter
wiederherstellt wird als durch autologes Blut oder 6% Dextran 60 (150). Hess et a. unterzogen
dehydrierte Schweinen einem hédmorrhagischen Schock und beobachteten, dass die Therapie mit
einem DCLHb-Analogon zu ausgepragter Hypertension fuhrte, das Herzzeitvolumen reduzierte und
sowohl den systemischen als auch den pulmonal-arteriellen Widerstand verdoppelte (82). Unter
diesen Bedingungen fuhrte der hohe Gefal3widerstand zu einer Perfusionsstorung der Gewebe.
Dadurch wurde der Nutzen der zusétzlichen Sauerstofftransportkapazitét vollstandig aufgehoben
und bezuglich der Sauerstoffversorgung der Gewebe zeigte sich kein Vortell mehr gegentiber der

Therapie mit Ringer-Laktat oder 5% Albuminlésung (82).
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1.4 Wege zur Reduktion des NO-Scavenging

Wegen der dieser Problematik und weiterer potentiell schadlicher Nebenwirkungen durch das NO-
Scavenging zielt die aktuelle Forschung darauf ab, Hamoglobinldsungen mit deutlich reduzierter
NO-Scavenging-Kapazitét herzustellen. Hierzu werden im Wesentlichen drei verschiedene Ansétze

verwendet, namlich Nanoenkapsulierung, Polymerisation und gentechnische Modifikation.

1.4.1 Nanoenkapsulierung

Durch Nanoenkapsulierung in Liposomen kann man — in Nachahmung der physiologischen
Verhdltnisse - das Hamoglobin rdumlich vom Plasmakompartiment trennen. Solche
hamoglobingefillte Liposomen werden daher auch als Neo-Red-Cells bezeichnet. Erste Versuche
mit Neo-Red-Blood-Cells wurden bereits im Jahre 1957 durchgefuihrt (36), scheiterten allerdings
lange Zeit an der raschen Phagozytose dieser Vesikel durch das retikulo-endotheliale System (167).
Durch verbesserte Techniken der Nanoenkapsulierung konnte die Halbwertszeit in der Zirkulation
inzwischen auf Gber 24 h verlangert werden und verschiedene Typen von Neo-Red-Blood-Cells

befinden sich inzwischen in préklinischer Testung (37).

1.4.2 Polymerisation

Durch die Polymerisation von Hamoglobin oder/und die Bindung an Makromolekilen wie z.B.
Polyethylen-Glykol (129; 147) kann der Molekil-Durchmesser gesteigert werden. Dies fihrt
vermutlich aufgrund der verlangerten Diffusionsstrecken und der geringeren Extravasationstendenz
zu einer Reduktion der vasoaktiven Nebenwirkungen (127; 180). Einige dieser
Hamoglobinldsungen wurden zwar erfolgreich in klinischen Studien getestet (39; 196), allerdings
ist nach wie vor bislang kein Vertreter dieser Gruppe in den USA oder Europa fir die Therapie des

hamorrhagischen Schocks zugelassen (195).
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1.4.3 Rekombinante Hamoglobinldsungen

Durch die Fortschritte der letzten Jahre im Bereich der Biotechnologie ist es moglich geworden, das
Hamoglobin-Gen gentechnisch zu modifizieren, dadurch gezielte sterische Veranderungen am
Hamoglobinmolekil selbst vorzunehmen und somit die Bindungs- und Reaktionseigenschaften fur
Sauerstoff und Stickstoffmonoxid selektiv zu verandern.

Hierfir wurden die gewtnschten, gentechnisch modifizierten Gensequenzen zu einem Operon
kombiniert und mit einem Promotor versehen. Das so entstandene Expressionsplasmid wurde in
E.coli eingebracht und die Bakterienstdmme in einem Fermenter vermehrt. Nach Induktion der
Kultur kommt es zur Expression der modifizierten o- und B-Untereinheiten, welche in den
Bakterien akkumulieren und sich bereits intrazelluldr zum fertigen Hb-Tetramer zusammenlagern.
Im Anschluss daran werden die Bakterien lysiert und das rekombinante Hb isoliert, aufgereinigt

und in eine Trégerldsung gegeben (50; 123).

1431 rHbl.1

Eine der ersten auf diesem Wege hergestellten Hamoglobinlésungen war das rekombinante
Hamoglobin 1.1 (rHbl.1). Bel rHb1.1 wurden die beiden a-Ketten des Hamoglobinmolekls tber
eine Glycinbricke zwischen dem C-terminalen Arginin der einen und dem N-terminalen Valin der
anderen Kette fusioniert. Um eine physiologische Sauerstoffaffinitét zu erreichen, musste zudem
eine Asn-108B->Lys-Mutation eingefiinrt werden, wie sie auch in der natUrlich vorkommenden
Presbyterian-Variante von Hamoglobin zu finden ist (123).

Die H&m-Tasche von rHbl.1 wurde nicht weter modifiziert, weshalb die NO-Scavenging-
Kapazitdt adhnlich hoch wie die von DCLHb ist. Bei rHbl.1 handelt es sich also um ein
rekombinant hergestelltes aa-crosslinked Hamoglobin, welches nach wie vor ein Vertreter der

vasoaktiven Hamoglobinlésungen ist (siehe Tabelle 3-2).
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In Tierversuchen gewdahrleistete rHb1.1 selbst nach vollstandigem Blutaustausch (Hkt < 3%) eine
asuffiziente Gewebeoxygenierung (190). Es ist in der Lage, nach hamorrhagischem Schock die
Makrohamodynamik effizient wieder herzustellen (122; 188). Bei klinischen Phase-1-Studien zur
Vertréglichkeit zeigte sich kein Hinweis auf Nephrotoxizitét (213), nach wie vor fanden sich aber
die typischen Nebenwirkungen vasoaktiver Hamoglobinlésungen: Nach Verabreichung kam es zu
einem transienten Blutdruckanstieg (78; 213) und die Probanden berichteten Gber gastrointestinale
Beschwerden (Ubelkeit, Erbrechen, Bauchschmerzen und Durchfall), wie sie auch von DCLHb
bekannt waren (213). Zudem kam es im Blut zu einem leichten Anstieg der Bilirubinwerte und zu
einer leichten Erhdhung der Pankreasenzyme Amylase und Lipase (78).

Inzwischen ist bekannt, dass auch die gastrointestinalen Nebenwirkungen von rHbl.1 auf NO-
Scavenging zuruckgefuhrt werden konnen. Durch die Verringerung von NO im
Gastrointestinaltrakt kommt es Uber nicht-adrenerge, nicht-cholinerge (NANC) Neuronen zu
Peristaltikstorungen und einer Relaxationsstorung gastrointestinaler Sphinkter, zum Beispiel am
Osophagus (43; 148), am Sphinkter Oddi (45) oder dem Analsphinkter (168). Die transiente
Erhdhung der Pankreasenzyme wurde dementsprechend im Zusammenhang mit einer
Stauungspankreatitis diskutiert, wohingegen die erhdhten Bilirubinwerte als eine Folge des

gesteigerten Hamoglobin-M etabolismus gesehen werden kdnnen (213).

In der oben genannten Vertraglichkeitsstudie klagten die Patienten teilweise Uber grippedhnliche
Symptome wie Fieber, Myalgien, Schittelfrost, Kopf- und Rickenschmerzen; bei einem Patienten
musste die Infusion sogar wegen einer anaphylaktoiden Reaktion abgebrochen werden (213).
Obwohl es sich bel rHbl.1l um ein bakteriell synthetisiertes Produkt handelt, kann eine
Verunreinigung der Hamoglobinldsung durch pyrogene Bestandteile mit hoher Sicherheit
ausgeschlossen werden, zumal in der verabreichten Losung kein Endotoxin messbar war. Es gibt
jedoch tierexperimentelle Befunde, die belegen, dass der Effekt von Endotoxin durch vasoaktive

Hamoglobinldsungen potenziert wird, sodass normalerweise subletale Dosen eine letale Wirkung
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entfalten konnen (224). Vor diesem Hintergrund konnte man die oben beschriebenen
grippedhnlichen Symptome als eine Sensibilisierung auf bereits zirkulierende Pyrogene
interpretieren. Bereits 1995 wurden daher Bedenken vor mdglicherweise fatalen Effekten beim

Einsatz vasoaktiver Hamoglobinlésungen an septischen Patienten gedulert (70).

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass rHb1.1 als erster Vertreter einer rekombinanten
Hamoglobinldsung zwar seine prinzipielle Eignung fir den Transport von Sauerstoff unter Beweis
stellen konnte, dabei jedoch nach wie vor mit den mdglicherweise schédlichen Eigenschaften

vasoaktiver Hamoglobinlésungen behaftet ist.

1.43.2 rHDb2.0

Aufgrund der Tatsache, dass die meisten der beobachteten Nebenwirkungen vasoaktiver
Hamoglobinldsungen auf NO-Scavenging zuriickgefuhrt werden kénnen (50), war es das erkléarte

Ziel bei der Entwicklung von rHb2.0, die NO-Scavenging-Kapazitat zu minimieren.

Durch den Austausch zweier Aminosauren, die in die Ham-Tasche hineinragen und dort die
Bindung von Sauerstoff bzw. Stickstoffmonoxid sterisch beeinflussen, konnte selektiv die
Reaktionsrate zwischen dem Hamoglobin und Stickstoffmonoxid reduziert werden, ohne dabei die
Sauerstoffaffinitat wesentlich zu beeintréachtigen (31). Zusétzlich wurden bei rHb2.0 die
Hamoglobinmolekile untereinander polymerisiert und so das durchschnittliche Molekulargewicht
auf 128-256 kD erhoht (31), was einerseits die intravasale Verweildauer erhoht und andererseits
die Vasoaktivitdt nochmals reduziert (51). Durch diese Veranderungen konnte die Reaktionsrate
von NO mit Oxy-Hamoglobin (k" no.ox) von 60 pMol™s* (rHbl1.1) auf 2,5 uMol™s* (rHb2.0), also

fast um den Faktor 30 vermindert werden (siehe Tabelle 3-2).
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Abbildung 1-1: Modelle der Ham-Taschen von rHb1.1 und rHb2.0. Der Austausch zweier Aminosdurereste, diein die
Ham-Tasche hineinragen und dort die Bindung von O, bzw. NO beeinflussen, filhrt zu einer Reduktion der K o ox Um
den Faktor 30, ohne dabei die Sauerstoffaffinitdt wesentlich zu beeintrachtigen (Baxter Hemoglobin Therapeutics,

Boulder, USA)
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2 Fragestellung

Ziel dieser experimentellen Arbeit war es, im Tiermodell die Effekte der rekombinanten
Hamoglobinldsung rHb2.0 bei Volumenersatz nach hamorrhagischem Schock zu untersuchen und
dabei festzustellen, in wieweit die Reduktion der NO-Scavenging-Kapazitét das Verhalten der
Mikrozirkulation, aber auch Makrozirkulation und ausgewahlte Laborparameter beeinflusst.

Zur besseren Beurteillung der Effektivitdt wurden der rHb2.0-Gruppe zwel weltere
Versuchsgruppen zur Seite gestellt, die nach dem gleichen Protokoll entweder mit der kolloidalen
Kontrollldsung 6% Dextran 60 oder mit der rekombinanten Hamoglobinldsung rHb1.1 als Vertreter

einer vasoaktiven Hamoglobinlésung mit normaler NO-Scavenging-K apazitdt behandelt wurden.
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3 Material und Methodik

3.1 Versuchstiere

Als Versuchstiere dienten 4-6 Wochen alte mannliche Syrische Goldhamster (Mesocricetus
auratus; Charles River Wiga, Sulzfeld, BRD) mit einem Korpergewicht zwischen 50 und 70 g. Die
Tiere wurden bei 12-stindigem Hell-Dunkel-Rhythmus, 22°C Raumtemperatur und 40%
Luftfeuchtigkeit in Sammelkafigen mit Sagespane-Einstreu gehalten. Nach der Implantation der
Ruckenhautkammer wurden sie zur Vorbeugung von Verletzungen in Einzelkéfige umgesetzt. Sie
hatten stets freien Zugang zu Futter (Vit.A 15000 IE; Vit.D3 1000 IE; Vit.E 100 mg; Sniff
Spezialdidten, Soest, BRD) und Wasser.

Die Experimente wurden zwischen August 2000 und September 2001 mit der Genehmigung der
Regierung von Oberbayern am Institut fr Chirurgische Forschung der LMU Minchen (ICF)
durchgefthrt. Das experimentelle Protokoll entsprach den Vorschriften des deutschen
Tierschutzgesetzes (TierSchG; Fassung 1.6.1998) und den Empfehlungen des ,, Guide for the Care
and Use of Laboratory Animals* (Institute of Laboratory Animal Resources, Commision on Life

Sciences, National Research Council; National Academy Press, Washington D.C. 1996, USA).

3.2 Modell der Rickenhautkammer

Ausgehend von der Algire-Kammer (6) wurde das Modell der Riickenhautkammer von Endrich et
a. am ICF weiterentwickelt und fir den Syrischen Hamster etabliert (57). Es erlaubt die
fluoreszenzmikroskopische  Untersuchung  der  Mikrozirkulation im  quergestreiften
Ruckenhautmuskel des Hamsters in Abwesenheit von chirurgischem Trauma und Einfliissen durch
Anasthetika

Die Ruckenhautkammer (Laborwerkstatt Institut fur Chirurgische Forschung, Minchen, BRD)

besteht aus zwei symmetrischen Kammerhalften aus Titanblech (leichtgewichtig, biologisch inert
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und wenig thermokonduktiv), in deren Mitte jeweils eine kreisrunde Mikroskopieréffnung
ausgespart ist. In einer der Offnungen ist ein diinnes Deckglas von 11,8 mm Durchmesser eingelegt
und mittels Sprengring fixiert. Die beiden Kammerhdlften werden Uber drel Schrauben so
miteinander verbunden, dass Uber Distanzmuttern und Unterlegscheiben entsprechend der Dicke

der Muskelpréparation eine Spalte von ca. 0,45 mm erhalten bleibt.

Das Modell der Ruckenhautkammer erlaubt die intravitalmikroskopische Untersuchung der
Mikrozirkulation in einem quergestreiften Rickenhautmuskel, dem Musculus cutaneus maximus.
Dieser quergestreifte Muskel liegt direkt unter der Haut auf einem anderen Muskel (Musculus
retraktor), welcher seinerseits der lumbalen Haut vor der Flankendrise entspringt und zum
kaudalen Ende der Backentaschen zieht. Der Musculus cutaneus maximus zeichnet sich dadurch
aus, dass er zwar grof3flachig, aber sehr dinn ist, sodass das versorgende Kapillarbett nur aus ein

bis zwei Ebenen besteht und nahezu planar angelegt ist.

Die von Zweifach und Metz (225) 1955 eingefihrte Nomenklatur fir die Gefdlle der
Mikrozirkulation in der Rickenhaut des Hamsters wurde aufgrund der weiten Verbreitung des
Modells 1986 von Funk und Mel3mer Uberarbeitet (66).

Die Versorgung des Riickenhautmuskels findet Gber dorsale Rami cutanei der Arteriae intercostales
statt. Hebt man die Rickenhaut an, so sieht man je einen kranialen Ast auf Hohe der Scapula und
einen zweiten Ast ca. 3 cm kaudal davon in die Falte aufsteigen (Ao-Gefélde, Durchmesser ca. 150
pum, siehe Abbildung 3-2). Diese zweigen sich Y- oder T-formig auf und bilden die in der Subcutis
gelegenen GeféRarkade (Ai-Arteriolen, ca. 50-80 um), die den Rickenhautmuskel bogenférmig
umschlief3t und mit der jeweils anderen Aq-Arterie anastomosiert.

Die GeféaRarkade gibt weitere Aste ab (Ao-Arteriolen, ca. 30-70 um), die ebenfalls in der Subcutis
zum Muskel ziehen und in ihn mit mehreren As-Arteriolen (12-25 um) eintreten. Diese teilen sich

zu jewells 3-8 As-Arteriolen (6-15 um) auf, welche schlief3dlich die parallel zu den Muskelfasern
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verlaufenden Kapillarfelder perfundieren. Die Kapillaren drainieren in kleine Sammelvenolen (8 —
25 um), welche sich tber weitere Venolen (25 — 80 pum) zu zwei kleinen Venen vereinigen, die

parallel zu den Arterien in der Subcutis wieder zu den Vv. intercostales ziehen.
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3.3 Vorbereitung der Versuchstiere

3.3.1 Implantation der Ruckenhautkammer

Zur Kammerimplantation wurden die Hamster mit einer intraperitonealen Injektion von jeweils
einem drittel Xylazinhydrochlorid (Rompun 2%; Bayer Vital GmbH, Leverkusen, BRD),
Ketaminhydrochlorid (Ketavet 100 mg/ml; Pharmacia & Upjohn GmbH, Erlangen, BRD) und
isotoner Kochsalzlosung (Delta-Pharma GmbH, Pfullingen, BRD) in einer Dosierung von 3,3
ml/kg KG narkotisiert.

Nach Einsetzen der Anasthesie wurden die Augen mit einer Salbe (Bepanthen Roche, Hoffmann-La
Roche AG, Grenzach-Wyhlen, BRD) vor dem Austrocknen geschiitzt. Der Ricken der Hamster
wurde zunéchst mit einem Langhaarschneider (GT 104/GH204, Aesculap, Tuttlingen, BRD)
geschoren, die Haarreste mit Hilfe einer keratolytischen Creme (Pilca Med, ASID BONZ,
Boblingen, BRD) entfernt und anschlief?end die Rickenhaut mit Cutasept F (Bode Chemie,
Hamburg, BRD) desinfiziert.

Anschlie3end wurde der Hamster in Bauchlage auf eine auf 37 °C vorgewarmte
Kleintieroperationsplattform  (IFB, Hiddenhausen, BRD) unter ein stereooptisches
Operationsmikroskop (Wild M650, Wild-Heerbrugg AG, Heerbrugg, Schweiz)) gelegt. Die
Kammerimplantation wurde unter sterilen Bedingungen mit Mundschutz und Einmalhandschuhen
durchgefthrt. Entlang der thorakolumbalen Wirbelsaule wurde eine ca. 5 cm lange Hautfalte um 3
cm angehoben und die durch Gegenlicht sichtbar gemachten Gefal3arkaden der beiden Hautseiten
zur Deckung gebracht. In dieser Position wurde die Hautfalte an zwei Nahtfaden (Ethibond Excel
5/0, Ethicon GmbH, Norderstedt, BRD) kranial und kaudal der Arkadengefal3e aufgehangt.

Die mit Schrauben und Distanzmuttern besttickte Kammerhélfte wurde auf der dem
Praparationsareal abgewandten Seite der Hautfalte angehalten und unter Gegenlichtkontrolle so
positioniert, dass die kreisrunde Aussparung im kranialen Teil der Gefél3arkade Uber dem

guergestreiften Hautmuskel zu liegen kam. Dort wurde mit zwei Einzelknopfndhten der Oberrand
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der Kammer am Scheitel der Hautfalte festgendht. Wahrend die obere der drel Schrauben Uber den
Scheitel der Hautfalte ragte, wurde fir die beiden an der Basis liegenden Schrauben mit einer 13 G
Infusionsnadel (Abbott GmbH, Wiesbaden, BRD) ein Loch durch die Hautfalte gestochen, die
Gewinde im Katheter auf die Seite der Préparation gezogen und dort mit Baby-Moskito-Klemmen
gesichert.

Die anschlief3ende Prgparation des Hautmuskels wurde in Seitenlage des Hamsters bei weiterhin
aufgespannter Hautfalte unter dem Operationsmikroskop durchgefuihrt. Unter 25-facher
Vergrolerung wurde in einem kreisrunden Areal von ca. 15 mm Durchmesser die oben liegende
Hauthalfte mit Cutis, Subcutis und quergestreiftem Hautmuskel abgetragen, zusétzlich wurden
beide Schichten des durch das Préparationsareal ziehenden, flachigen Retraktormuskels entfernt.
Dadurch wurde der quergestreifte Hautmuskel der unteren Hautschicht dargestellt und in einem
letzten Arbeitsgang unter Befeuchtung mit isotoner Kochsalzlosung (Delta-Pharma GmbH,
Pfullingen, BRD) von Bindegewebsresten befreit. Im Pr8parationsareal blieben somit nur der

guergestreifte Hautmuskel sowie die Subcutis und Cutis der unteren Hautfalte erhalten.

Kammerhélfte
Cutis + Subcutis / Sprengring
M. cutaneus maximus N Deckglas
M. I'etl’aktOI' \ ..............

\

M. retraktor 7 W v 4
M. cutaneus maximus /{ ..................

Cutis + Subcutis

Abbildung 3-1: Querschnitt durch eine Riickenhaufalte mit Kammerpréparation; fett kursiv beschriftet die untersuchte

Schicht des M. cutaneus maxi mus.
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Nach Kontrolle der Blutungsstillung und Reinigung der Prgparation mit Kochsalzlésung wurde die
zweite, mit dem Glasfenster bestiickte Kammerhalfte auf das Préparationsareal gelegt und druckfrei
mit der unteren Kammerhélfte verschraubt. Abschlief3end wurde die Hautfalte mit zwei weiteren
Einzelknopfnahten am oberen Kammerrand befestigt und die anfangs eingebrachte Haltenaht
entfernt. Zum Schutz vor Verunreinigung wurde der obere Spalt zwischen den Kammerhélften und
die der Prgparation abgewandte Mikroskopier6ffnung mit Klebestreifen verschlossen. Nach
Implantation der Rlckenhautkammer wurde den Hamstern eine Erholungspause von mindestens

zwei Tagen gewahrt.
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Abbildung 3-2: Die angehobene Rickenhautfalte ist an
Faden fixiert. Im Gegenlicht erkennt man die paarig
aufsteigenden Gefafhauptstamme (Ao), aus denen die
Arkadengeféale (A;) hervorgehen. Im kranialen Drittel
zeichnet sich der flachig einstrahlende M. retraktor ab,
neben den kaudalen GefaRhauptstdmmen befindet sich die

Flankendrtise

Abbildung 3-3: Die Rickenhautkammer wird hinter den
kranialen Gefahauptstammen Uber dem M. retraktor
positioniert. Der Oberrand der Hautfalte wird mit Nahten
am Kammerrand befestigt, an der Basis werden die
Fixierungsschrauben durch die Hautfalte getunnelt und

mit Baby-Moskito-Klemmen fixiert

Abbildung 3-4: Nach der Praparation des M. cutaneus
maximus wird die zweite Halfte der Rickenhautkammer
aufgelegt und verschraubt. In die Mikroskopier6ffnung
wird ein Deckglas eingelegt und mit Sprengring fixiert.
Distanzmuttern znischen den Kammerhélften verhindern

die Kompression des Gewebes
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3.3.2 Implantation der Katheter

War die Riickenhautkammer nach diesem Zeitraum makroskopisch entziindungsfrei, so wurden die
Arteria carotis communis und die Vena jugularis externa katheterisiert. Die Tiere wurden hierfir
wie zur Kammerimplantation anésthesiert, in der vorderen Halsregion mit keratolytischer Creme
enthaart und mit dem RUcken so auf zwei Plexiglasblocke (ca. 20 x 10 x 5 cm) gelegt, dass die
Kammer senkrecht zwischen den beiden Blocken nach unten hing. Die Haut wurde desinfiziert und
unter dem Operationsmikroskop rechts paramedian vom Winkel der Mandibula bis zur Clavikula
inzidiert. Nach Eroffnung der Halsfaszie wurde die Glandula submandibularis mobilisiert und
seitlich ausgelagert.

Anschlief3end wurde der Hamster auf die linke Seite gelegt. Vom seitlichen Halsdreieck aus wurde
eine 13G-Abbocath-Kantle (Abott Ireland, Sligo, Irland) unter der Haut Gber die rechte Scapula bis
zur Basis des kranialen Kammerrandes vorgeschoben. Dort wurde die Haut durchstochen und der
Mandrin zuriickgezogen. Uber die verbliebene Plastikkanile wurden zwei sterile, mit
heparinisierter Kochsalzlésung (1:1000 Heparin-Natrium 5000 IE/ml; Braun Melsungen AG,
Melsungen, BRD) gefillte Polyethylen-Katheter (Lénge ca. 40 cm, Innendurchmesser 0,28 mm,
Portex Ltd., Lyhe, Kent, England) von der Kammer aus in den Operationssitus vorgeschoben. Die
Kanile wurde entfernt und der Hamster wieder in Rickenlage gebracht.

Unter 25-facher VergréfRerung wurde nun die rechte Vena jugularis externa oberhalb der Clavikula
dargestellt, ligiert (Perma-Hand Seide 7-0, Ethikon, Norderstedt, BRD) und kaudal der Ligatur mit
einer GefalRschere eingeschnitten. Uber den Schnitt wurde ein Katheter bis in die Vena subclavia
vorgeschoben und nach Lagekontrolle durch Aspiration mit zwei Ligaturen in der Vena jugularis
externafixiert.

Analog wurde die rechte Arteria carotis communis im Trigonum caroticum unter Schonung des
Nervus vagus und des Nervus phrenicus prapariert und kranial ligiert. Um grof3ere Blutverluste zu

vermeiden, wurden proximal der ersten Ligatur zwel weitere Ligaturen vorgelegt und die Arterie
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nochmals proximal mit einer Y asargil-Gefal3klemme abgeklemmt. Nach Inzision und Einbringen
des Katheters in das Lumen der Arterie wurden die vorgelegten Ligaturen gestrafft, die Klemme
entfernt und der Katheter Gber den Truncus brachiocephalicus in den Aortenbogen vorgeschoben.
In dieser Position wurde er nach Lagekontrolle durch Aspiration mit den Ligaturen fixiert.

Beide Katheter wurden mit einer Einzelknopfnaht an der Glandula submandibularis gesichert und
dann soweit zurtickgezogen, dass sie in einer lockeren Schleife in der Subcutis in Richtung
Ruckenhautkammer zogen. Abschlief3end wurde der Operationssitus mit Kochsalzlosung gespuilt
und mit einer fortlaufenden Naht (Ethibond Excel 5/0) verschlossen. Die Katheter wurden
nochmals auf Durchgangigkeit getestet, mit heparinisierter Kochsalzlésung geblockt und die am
freien Enden mit Knoten verschlossen. Zur sicheren Verstauung wurden sie am Eintrittspunkt in die
Ruckenhaut mit Einzelknopfndhten zwischen den Kammerrahmen fixiert, der Rest wurde
aufgewickelt und unter einem Verband aus Klebestreifen an der Kammer befestigt. Nach der
Katheterimplantation wurde den Hamstern nochmals eine zweitégige Erholungspause gewahrt, um

einen Einfluss von Narkose und chirurgischer Interventionen auf den Versuch auf auszuschlief3en.
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3.4 Versuchsaufbau

Zur Versuchsdurchfihrung wurden die Hamster in einer frontal verschlossenen Plexiglasréhre
(Lé&nge 21 cm, Durchmesser 4 cm, Laborwerkstatt ICF) immobilisiert. Diese Rohre war mit
Atemldchern und einem ca. 0,5 cm breiten Schlitz fir die Aufnahme der Rickenhautkammer
versehen. Fur die Versuche wurden die Hamster mit der Rohre auf die rechte Seite gelegt und in
einer Halterung auf dem Mikroskopiertisch fixiert, sodass die Mikroskopieréffnung der
Ruckenhautammer horizontal unter dem Okular des Mikroskops zu liegen kam. Das
Intravitalmikroskopische Setup basierte auf einem Axiotech-Mikroskop (Zeiss, Oberkochen, BRD)
mit einem 1,25-fach vergrof3ernden Projektionsokular, welches Uber eine Flihrungsschiene an einer
vertikalen Gewindestange aufgehangt war und tber einen Elektromotor als Ganzes angehoben und
abgesenkt werden konnte. Die Fokussierung fand manuell Gber den Grob- und Feintrieb des
Mikroskops statt. Auch die Untersuchungsplattform, auf die die Hamster in der Rohre fur die
Untersuchung gelegt wurden, war auf Flihrungsschienen gelagert und konnte von einem Computer
aus Uber elektrische Schrittmotoren angesteuert und in einem horizontalen Koordinatensystem

millimetergenau ausgerichtet werden.

Die eingehende Beurteilung der Kammerpré&paration und eine Vorauswahl der Untersuchungsareale
fand unter Durchleuchtung (Transillumination) mit einem 10x / 0,3 W Archoplan-Objektiv (Zeiss)
und einer externen, regulierbaren Lichtquelle (KL 1500 electronic, Zeiss) mit
zwischengeschaltetem Blaufilter statt. Die x/y-Koordinaten der ausgewahlten Kammerareale
wurden mit einem digitalen Bildverarbeitungsprogramm (Optimas 5.2, Optimas Corp., Boston,
USA) im Steuerungsrechner gespeichert, sodass sie zu den einzelnen Messzeitpunkten des
Versuches wieder aufgerufen und tber die Schrittmotoren exakt eingestellt werden konnten.

Die Untersuchung der Mikrozirkulation wéhrend des Versuches wurde mit einem 20x / 0,5 W

Archoplan-Wasserimmersionsobjektiv (Zeiss) in Auflichttechnik (Epiillumination) vorgenommen.
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Hierfir wurde das Blutplasma der Hamster mit 70ul des Fluoreszenzfarbstoffes 0,5 % FTC-
Dextran 150 i.v. (Sigma Chemicals, Deisenhofen, BRD) angeféarbt und mit einer 12V / 100W
Xenonlampe (Zeiss) in Kombination mit einem | 2/3 - Filterblock visualisiert. Zur Beurteillung der
Leukozyten-Endothelzell-I nteraktion wurden die Leukozyten mit 70 pl 0,05% Rhodamin 6G i.v.
(Sigma Chemicals) markiert und mit einer 100W Quecksilber-Kurzbogenlampe und einem N2 —
Filterblock dargestellt. Durch Einschieben der entsprechenden Filterblocke und Umschalten der
Lichtquelle konnte problemlos zwischen dem FITC - und dem Rhodamin-Modus gewechselt

werden (siehe Abbildung 3-5).

Farbstoff FITC-Dextran Rhodamin 6G
éhhh CCD-Kamera
A Exzitation 490 nm 525 nm
2 .3 Emission 520 nm 555 nm
Filterblock
€ 1 - Exzitationsfilter Lichtquelle Xenon HBO
2 - Teilerspiegel
3 - Emissionsfilter
Lichtque”e Filterblock N2 12/3
Objektiv Exzitationsfilter ~BP 450-490 nm  BP 515-560 nm
Teilerspiegel 510 nm RPK 580 nm
Emissionsfilter LP 515 nm LP 580 nm

Abbildung 3-5: Schematisierte Darstellung des Prinzips der Videofluoreszenzmikroskopie in Epiillumination.
Entsprechend dem verwendeten Fluoreszenzfarbstoff wurden verschiedene Sets von Lichtquellen und Filterbldcken

verwendet

Die Mikrozirkulation der Riickenhautkammer wurde mit einer in das Mikroskop integrierten CCD-
Kamera (Charge Coupled Device, FK6990 1Q-S, Lichtempfindlichkeit 0,02 Lux, 699 x 581 Pixel,
Pieper, Schwerte, BRD) gefilmt. Die Bilder wurden durch einen Videotimer (VT 633, Fora

Company Ltd, Tokio, Japan) mit Datum und Uhrzeit versehen und in Echtzeit sowohl auf einen
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Videomonitor (PVM 2043 MD, Sony, Kdln, BRD) als auch auf einen Computermonitor mit dem
Optimas-Bildverarbeitungsprogramm utbertragen. Auf dem Videomonitor wurden die Auswahl der
Areale, die Feinfokussierung und Beleuchtungsintensitét Gdberwacht, wédhrend mit dem
Bildverarbeitungsprogramm ein SVHS-Videorecorder (SV0O-9500 MDP, Sony Corporation, Kaoln,
BRD) angesteuert wurde, der die ausgewahlten Sequenzen der Mikrozirkulation auf Videokassetten
(H471S; Fuji Magnetics GmbH, Kleve, BRD) aufzeichnete. Eine detaillierte Beschreibung des

Versuchsaufbaus ist von Harris et al. publiziert worden (76).

Video-Monitor

CCD-Kamera

Video-Timer

Video-Rekorder
Filterblock
Lichtquelle
Objektiv

Versuchstier in
Seitenlage

x-y-Tisch

Abbildung 3-6: Versuchsaufbau der vorliegenden Studie. Das Versuchstier befindet sich in der perforierten
Plastikrohre in Rechts-Seitenlage immobilisiert, sodass die Riickenhautkammer horizontal unter dem Objektiv zu liegen

kommt. Der x-y-Tisch wird tiber das Bildbearbeitungsprogramm angesteuert
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3.5 Versuchsprotokoll

Die Versuche wurden ausschlief3lich mit Hamstern durchgeftihrt, deren Korpergewicht zwischen
50g und 70g lag, die sich in gutem Allgemeinzustand befanden und die normales Ess- und
Trinkverhalten zeigten. Die Prgparation des Rickenhautmuskels musste eine ungesttrte
Mikrozirkulation aufweisen und frei von Entziindungszeichen, Odem oder Einblutung sein. Als
Entzindungszeichen wurden unregelmal3ige Gefalddurchmesser, korkenzieherartige Schldngelung
der Gefdlde, Neovaskularisation oder verstérkte Leukozyten-Endothelzell-Interaktion gewertet.
Beide Katheter mussten durchgangig sein und sowohl die Makrohamodynamik als auch die
Laborparameter mussten fur Hamster physiologische Werte aufweisen. Eine Zusammenstellung der
Einschlusskriterien findet sich in Tabelle 3.1.

Zu Beginn des Experimentes wurden Blutplasma und Leukozyten mit den oben genannten
Fluoreszenzfarbstoffen angeféarbt. Die Ausgangssituation der Mikrozirkulation wurde mit der
Videofluoreszenzmikroskopie aufgezeichnet, die Ausgangswerte der Makrozirkulation wurden
erhoben und eine arterielle Blutanalyse durchgefiihrt.

Waren alle Einschlusskriterien erfullt, so wurde der Schock induziert. Hierflr wurde Uber eine
Perfusorpumpe (33 Syringe Pump; Harvard Apparatus GmbH, March-Hugstetten, BRD) so lange
mit einer Rate von 0,4 ml/min Blut Uber den arteriellen Katheter entnommen, bis der mittlere
arterielle Blutdruck auf Werte zwischen 30 mmHg und 35 mmHg gefallen war. Hierfir wurden
initial entsprechend der Erfahrungen durch die Vorversuche etwa 33 ml/kg KG Blut enthommen,

was ungefahr der Halfte des Blutvolumens der Hamster entsprach.

Uber die folgenden 30 min wurde der Blutdruck in diesem Bereich gehalten, indem bei Bedarf

welitere kleine Mengen arteriellen Blutes entnommen bzw. zurtickgegeben wurden. Zum Ende der

Schockperiode wurden erneut Messungen durchgefihrt.

33



Makrozirkulation

MAP 79-95 mmHg

HF > 350 /min
Laborparameter

P02 > 70 mmHg

PaCO> 35-45 mmHg

Hkt > 40 %

Laktatkonzentration im arteriellen Blut < 2mmol/l

Mikrozirkulation

» kein Anhalt fur Inflammation, geringe Leukozyten-Endothelzell-Interaktion

* mindestens 6 Kapillarfelder mit ausreichend hoher FKD

Tabelle 3-1: Einschlusskriterien der vorliegenden Sudie; MAP = mittlerer arterieller Blutdruck; HF = Herzfrequenz,
paO2 = arteriolarer Sauerstoffpartialdruck; paCO2 = arteriolarer Kohlendioxidpartialdruck; Hkt = Hamatokritwert;

FKD = Funktionelle Kapillar-Dichte, Lange der erythrozytenperfundierten Kapillaren pro Flache [cn/cn?]

Nach der Randomisierung wurden die Tiere einer der drei Therapiegruppen zugeteilt. Dann wurde
das entnommene Blutvolumen durch das gleiche Volumen in Form von Dex60, rHb1.1 oder rHb2.0
ersetzt. Die Losungen waren vor der Verabreichung auf 37 °C vorgewdrmt worden und wurden
Uber die Perfusor-Pumpe mit 0,2 ml/min Gber den ventsen Katheter appliziert. Wegen der
Blutverdinnung durch Schock und Volumenersatz wurden fir die nun beginnende
Nachbeobachtungszeit erneut je 50ul der Fluoreszenzfarbstoffe verabreicht und anschlief3end die

Parameter der Makrozirkulation erhoben.



In der folgenden Nachbeobachtungszeit von einer Stunde wurden weitere Messungen je 15 min, 30
min und 60 min nach Volumenersatz durchgefiinrt. Nach dem Ende des Versuches wurden die
Hamster mit Pentobarbital (Narcoren, Merial GmbH, Hallbergmoos, BRD) i.v. eingeschl&fert und
Blutplasma sowie Gewebeproben fir die histologische, immunhistochemische und

elektronenmikroskopische Aufarbeitung asserviert.

Hamorrhagie Volumenersatz

0,4 ml/min 0,2 ml/min

~33 ml/kg KG 100% des entnommenen Blutvolumens

MAP
[mMmHQg]

90 /

- 30 min / / %
60 30-35 mmHg 7/ <
30

a 7 %
T T T T 1

Baseline Schock 15 min 30 min 60 min

Abbildung 3-7: Experimentelles Protokoll der Studie: 30-mintitiger, blutdruckkontrollierter hdmorrhagischer Schock
mit anschlielendem Ersatz des entzogenen Blutvolumens durch Dex60, rHbl.1 bzw. rHb2.0 und 60-minitiger

Nachbeobachtungszeit.
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3.6 Therapiegruppen

Zum Ende der Schockperiode wurden die Versuchstiere nach Randomisierung einer der drei
folgenden Versuchsgruppen (n = 9) zugeteilt:

1 6% Dextran 60, (Pharmalink, Uppsala, Schweden)

2. rHbl.1 (Baxter Hemoglobin Therapeutics, Boulder, USA)

3. rHb2.0 (Baxter Hemoglobin Therapeutics, Boulder, USA)

Die Eigenschaften der verwendeten Losungen sind in Tabelle 3-2 zusammengefasst.

Dex60 rHb1.1 rHb2.0
Hb [g/dl] - 10,5 10,3
Pso [MmHQ] - 29-32 31-33
Hill-Koeffizient - 25 11
K no.ox [HMol 's™] - 60 2,5
Molekulargewicht [kD] 60 64 128 — 250
pH 4,0-7,0 7,3 7,0
Osmolaritat [mosm/I] 308 280 303
Onkotischer Druck [mmHg] 39 42 63-68
Viskositéat [cP] 2,88 1,9 2,1-24
Na+/Cl-/K+ [mmol/l] 154/154/- 143/121/4,1 151/119/4,1

Tabelle 3-2: Eigenschaften von Dex60, rHb1.1 und rHb2.0. Dex60 = 6% Dextran 60 entsprechend der Begleitpapiere
und Burhop und Doyle (31); Hb = Hamoglobin; Psy = Sauerstoffpartialdruck bei 50 % Hamogl obinséttigung; K no,ox

= Reaktionsrate z2wischen Oxy-Hamoglobin und Stickstoffmonoxid
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3.7 Parameter

3.7.1 Makrohamodynamik und Laborparameter

Die arterielle und zentralventse Druckkurve wurden Uber Druckwandler (DTX Plus, Becton
Dickinson GmbH, Heidelberg, BRD) abgeleitet und mit einem speziellen Messwerterfassungs-
Programm (DASY Lab, Datalog GmbH, Monchenglattbach, BRD) auf einem separaten Rechner
dargestellt und kontinuierlich aufgezeichnet. Aus den Pulskurven wurden von dem Programm der
mittlere arterielle Druck (MAP; [mmHg]) und der zentralvenose Druck (ZVD; [mmHg]) sowie die
Herzfrequenz (HF; [min-1]) berechnet. Zusétzlich wurde zu den Messzeitpunkten mit Hilfe einer
Stoppuhr die Atemfrequenz (AF; [min-1]) tber 30 sec ausgezahlt und notiert.

Zu jedem Messzeitpunkt wurde Uber den arteriellen Katheter jeweils 100 pl Blut entnommen und
mit einem Blutgasanalysator (Chiron 860, Chiron Diagnostics GmbH, Fernwald, BRD) und einem
Zell-Zéhler (Coulter AC T8 Hematology Analyzer, Beckham Coulter Inc., Fullerton, CA, USA)
analysiert. Mit dem Blutgasanalysator wurden der arterielle Sauerstoff- und Kohlendioxid-
Partialdruck (psO2 und p.COz; [mmH(g]), der pH-Wert (pH), der Basentiberschuss (BE; [mmol/I])
und die arterielle Laktatkonzentration (Laktat; [mmol/l]) gemessen. Mit dem Coulter-Zell-Zahler

wurden der Hamatokrit (Hkt; [%]) und der H&moglobingehalt (Hb; [g/dl]) bestimmt.

3.7.2 Mikrozirkulation

Im Rahmen der initialen Beurteilung der Kammerprdparation wurden zu Versuchsbeginn die zu
untersuchenden Areale nach folgenden Kriterien festgelegt:

* 4 Ausschnitte, die Arteriolen mit Durchmessern zwischen 8 um und 60 um enthielten,

* 6 Ausschnitte, die Venolen mit Durchmessern zwischen 15 pum und 60 pum enthielten und

* 6 Ausschnitte mit Kapillarfeldern, bestehend aus etwa 5 bis 10 Kapillaren

Bei der Auswahl der Arteriolen und Venolen wurden bevorzugt Gefél3gabeln gewahlt und es wurde

darauf geachtet, dass ein moglichst breites Spektrum an Geféldurchmessern vertreten ist. Zur
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Beurteilung der Kapillarperfusion wurden dichte, moglichst homogen perfundierte Areale gewahlt.

Alle Videoaufzeichnungen der Mikrozirkulation wurden nach Beendigung der Versuche vom

selben Untersucher ohne Kenntnis der jewelligen Versuchsgruppe analysiert. Mit Hilfe eines

Mikrozirkulations-Analyse-Programmes (Capl mage 6.01, Zeintl, Heidelberg, BRD) wurden hierftir

die festgelegten Areale zu den jewelligen Messzeitpunkten aufgesucht und im Hinblick auf

folgende Parameter ausgewertet (98):

arterioldre und venulére Gefal3ddurchmesser [um], berechnet als der Mittelwert von 5 im selben
GefélRsegment direkt nebeneinander vorgenommenen Einzelmessungen

arteriolare und venulére Extravasation, berechnet als Quotient aus der intravasalen und der
direkt paravasalen Fluoreszenz-Intensitét des Plasmamarkers FITC-Dextran

venuldre Erythrozytenflief3geschwindigkeit [mm/s], gemessen im Zentralstrom der Gefél3e
anhand von Line-Shift-Diagrammen

am venul&ren Endothel rollende Leukozyten [/g], errechnet aus der Anzahl an Leukozyten, die
eine senkrecht zur Gefél3achse verlaufende Linie im Zeitraum von 30 s signifikant langsamer
passieren, als frei im Zentralstrom flief3ende L eukozyten

am venuldren Endothel adhdrente Leukozyten [n/mm?], errechnet aus der Anzahl an
Leukozyten, die in einem definierten Gefal3abschnitt Gber einen Zeitraum von mindestens 30 s
trotz vorhandenem Blutfluss fest am Endothel haften

Funktionelle Kapillar-Dichte (FKD; [cm/cm?]), errechnet aus der Lange der mit Erythrozyten

perfundierten Kapillaren pro Beobachtungsfeld
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3.7.3 Statistik

Alle Rohdaten wurden in einem Tabellen-Kalkulations-Programm (Excel 2000; Microsoft GmbH,
UnterschleiRheim, BRD) zusammengefiihrt und mit einem Statistik-Programm (SigmaStat 2.0,
Jandel Corp., Erkarth, BRD) bezliglich der Unterschiede zwischen den Gruppen zu den einzelnen
Messzeitpunkten analysiert. Von einer Nicht-Normalverteilung ausgehend wurden die Daten mit
dem Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks auf Signifikanz getestet. Lag diese
vor, 0 wurde ein Zwischen-Gruppen-Vergleich nach der Student-Newman-Keuls-Methode
durchgeftihrt.

Alle Ergebnisse werden im Folgenden als Mittelwert =+ Standardabweichung dargestellt. Die
Signifikanzzeichen beziehen sich auf Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen zu den

jewelligen Messzeitpunkten, wobei das Signifikanz-Niveau wurde auf p < 0,05 festgelegt wurde.
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4 Ergebnisse

Fur die Darstellung der Ergebnisse darf vorweggenommen werden, dass weder unter
Ausgangsbedingungen noch im Schock bei den untersuchten Parametern signifikante Unterschiede

zwischen den einzelnen Gruppen festgestellt werden konnten.

4.1 Makrohdmodynamik und Laborparameter

4.1.1 Schockinduktion und -aufrechterhaltung

Um den Blutdruck Uber einen Zeitraum von 30 min auf den Zielbereich von 30 - 35 mmHg
abzusenken, wurden den Tieren durchschnittlich 2,8 £ 0,3 ml Blut (entsprechend 42,3 + 3,6 mi/kg
KG) entzogen. Bei einem Gesamtblutvolumen des Hamsters von 65 mi/kg KG entspricht dies einer
Reduktion des zirkulierenden Blutvolumens um ca 60 %. Hierbei entfielen auf die
Schockinduktion 33 mi/kg KG, das restliche Blutvolumen wurde in 100 pl-Schritten wahrend der
Schockperiode abgenommen, wenn der Blutdruck aufgrund von Kompensationsmechanismen auf

Werte Uber 35 mmHg anstieg (siehe Tabelle 4-1).

Korpergewicht Blutentnahme Blutentnahme Blutentnahme
[g] [ml] [ml/kg KG] [% Blutvolumen]
Dex60 (n=9) 69,1+1,6 2,7+0,3 42,9+ 3,7 60,2+5,1
rHb1.1 (n=9) 72,0+ 3,3 2,8+0,2 43,0+ 3,2 60,6 + 4,5
rHb2.0 (n=9) 71,7+4,2 2,7+04 41,1+4.1 57,9+6,0

Tabelle 4-1: Mittelwerte von Korpergewicht und entzogenem Blutvolumen in den einzelnen Versuchsgruppen (n=9)
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4.1.2 Mittlerer arterieller Blutdruck

Entsprechend den Einschlusskriterien wurden nur Tiere in die Studie eingeschlossen, deren
Ausgangs-MAP zwischen 75 mmHg und 95 mmHg lag. Der durchschnittliche MAP aller drei
Gruppen unter Ausgangsbedingungen lag bei 89,4 + 5,1 mmHg. Im Schock wurde der Blutdruck
auf 30-35 mmHg abgesenkt, zum Ende der 30-minttigen Schockperiode lag der der
durchschnittliche Blutdruck aller drei Gruppen bei 33,6 + 2,0 mmHg.

Nach Volumenersatz erreichte der MAP in der rHbl.1-Gruppe wieder Werte von 91,3 + 3,8
mmHg, in der rHb2.0-Gruppe stabilisierte er sich bel 76,3 £ 7,8 mmHg und in der Dex-Gruppe bei

66,3 + 7,3 mmHg. Die Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen waren jeweils signifikant.
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110 -
* # * # * #
100 A
90 A
> 80 1
I
E 70 A
ol
< 60 -
=
50 A Dex 60
—®— rHb 1.1
40 A —=— rHb 2.0
30 7
0 T T'IL L] 7’1’ L] L] L]
Baseline Schock 15 min 30 min 60 min
Mel3zeitpunkt
Mittlerer arterieller Blutdruck [mmHg]
Ausgangswert Schock 15 min 30 min 60 min
Dex60 (n=9) 88 + 5 34 £ 2 65 + 10 65 + 10 66 + 7
rHb1.1 (n=9) 93 + 4 33 £ 2 86 + 6% 90 + 5* 91 + 8*
rHb2.0 (n=9) 87 + 6 33 £+ 3 76 + T 75 t 8% 76 t 8*

Abbildung 4-1: Mittlerer arterieller Blutdruck unter Ausgangsbedingungen, im Schock und nach Volumenersatz mit
Dex60, rHb1.1 und rHb2.0. Mittelwert + Standardabweichung. - p < 0,05 Dex60 vs rHbl.1 & rHb2.0; # p < 0,05

rHb2.0 vsrHbl.1

42



4.1.3 Herzfrequenz

Unter Ausgangsbedingungen lag die Herzfrequenz bei 400 + 34 min™. Nach Schockinduktion
wurden in einigen Féllen intermittierende, bradykarde Rhythmusstérungen beobachtet werden,
welche aber nach wenigen Minuten spontan wieder verschwanden. Zum Ende der Schockperiode
fanden sich in allen Gruppen deutlich reduzierte Herzfrequenzen von 263 + 50 min™.

Der Volumenersatz fuhrte in der rHbl.1- und der rHb2.0-Gruppe zur Widerherstellung der
Herzfrequenz im Bereich der Ausgangswerte, wohingegen die Herzfrequenz in der Dex-Gruppe bis
30 min nach Volumensubstitution signifikant erniedrigt blieb und auch zu Versuchsende mit 360 +

45 min™® noch leicht unter den Werten der beiden anderen Gruppen lag.
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£ 300 A Dex 60
—®— rHb 1.1
—&— rHb 2.0
250 #
0 L] 7"’ T l'l' T T L]
Baseline Schock 15 min 30 min 60 min
Mel3zeitpunkt
Herzfrequenz [min™]
Ausgangswert Schock 15 min 30 min 60 min

Dex60 (n=9) 393 + 34 252 + 61 338 + 27 340 + 34 360

I+

45

rHb1.1 (n=9) 406

I+

37 276 + 50 388 + 23* 381 + 39* 391 + 47

rHb2.0 (n=9) 400

I+

36 262 + 43 380 + 40* 403 + 36* 406 + 39

Abbildung 4-2: Herzfrequenz unter Ausgangsbedingungen, im Schock und nach Volumenersatz mit Dex60, rHb1.1 und

rHb2.0. Mittelwert £ Sandardabweichung. = p < 0,05 Dex60 vsrHbl1.1 & rHb2.0



4.1.4 Hamatokrit und Hamoglobinkonzentration

Der Hamatokrit wurde ausgehend von Werten um 46,2 £+ 2,0 % bereits im Schock durch den ,, fluid
shift® auf Werte um 27,0 £ 2,6 % gesenkt. Durch Volumenersatz kam es zu einer weiteren
Reduktion, sodass in der Nachbeobachtungszeit in allen Gruppen ein Hamatokrit von 13 - 15 %
gemessen wurde, wobel sich keine signifikanten Unterschiede zeigten.

Auch die Hamoglobinkonzentration fiel bereits im Schock von 15,6+0,6 g/dl deutlich ab auf 9,2 £
0,9 g/dl. Durch den Volumenersatz mit Dex60 wurde sie nochmals um ca. 50 % auf 4,8 + 0,5 g/dI
abgesenkt. Bis zum Ende der Nachbeobachtungszeit stieg sie wieder leicht an auf 5,4 £ 0,5 g/dl.
Der Volumenersatz mit den Hamoglobinldsungen fuhrte zu keiner wesentlichen Absenkung oder
Steigerung des gemessenen Hamoglobingehaltes, sodass die Hamoglobinwerte von Beginn der
Nachbeobachtungszeit an Werten um 9 g/dl (rHb1.1) bzw. 8 g/dl (rHb2.0) lagen. Damit waren die
Hb-Werte in den beiden rHb-Gruppen zu jedem Messzeitpunkt deutlich hdher als die der Dex60-
Gruppe, aber auch zwischen den beiden Hamoglobingruppen zeigte sich von Beginn an ein

signifikanter Unterschied.

Hamatokrit [%)]

Ausgangswert Schock 15 min 30 min 60 min
Dex60 (n=9) 47 + 2 27 + 3 13 + 2 14 + 2 15 + 2
rHb1.1 (n=9) 46 + 2 26 = 3 13 + 3 14 + 2 15 + 2
rHb2.0 (n=9) 46 + 2 27 = 2 13 + 2 14 + 2 14 + 2

Tabelle 4-2: Hamatokrit unter Ausgangsbedingungen, im Schock und nach Volumenersatz mit Dex60, rHb1.1 und

rHb2.0. Mittelwert + Standardabwei chung.
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Baseline Schock 15 min 30 min 60 min

Mel3zeitpunkt

Hamoglobinkonzentration [g/dl]

Ausgangswert Schock 15 min 30 min 60 min

Dex60 (n=9) 157 = 0.8 93 + 11 48 += 05 50 £ 05 54 = 05

rHb1.1 (n=9) 157 = 04 9.1 = 09 92 + 0.7* 9.2 + 0.6% 94 =+ 0.6%

rHb2.0 (n=9) 155 = 0.7 93 = 07 81 + 05% 81 £ 05% 80 == O0.5%

+
+

Abbildung 4-3: Hamoglobinkonzentration unter Ausgangsbedingungen, im Schock und nach Volumenersatz mit
Dex60, rHbl.1 und rHb2.0. Mittelwert + Sandardabweichung. = p < 0,05 Dex60 vs rHbl.1 & rHb2.0; # p < 0,05

rHb2.0 vsrHbl.1
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4.1.5 Arterielle Blutgase und Atemfrequenz

In allen drei Gruppen zeigte sich im Schock eine ausgeprégte Hyperventilation, wobei der p,O, von

77+ 7 auf 132 = 10 mmHg anstieg und gleichzeitig der p.CO, von 40 + 3 auf 31 £ 7 mmHg abfiel.

Durch Volumenersatz mit Dex60 konnte die Hyperventilation nicht wesentlich reduziert werden,
sodass die Tiere zum Ende des Versuches immer noch erhthte p,O.-Driicke aufwiesen. Der
Volumenersatz mit rHb2.0 fuhrte zu einem schnelleren Abfall des p.O, auf signifikant niedrigere
Werte, am ausgepragtesten war die Erholungstendenz des p,O. aber in der rHbl.1-Gruppe,

signifikant sowohl gegentiber der rHb2.0- as auch der Dex60-Gruppe.

Beziiglich der Atemfrequenz zeigten sich nach dem Schock zu keinem der Messzeitpunkte

signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen.

Atemfrequenz [min™]

Ausgangswert Schock 15 min 30 min 60 min

Dex60 (n=9) 127 = 16 139 = 19 139 = 17 145 + 15 147 + 13

rHb1.1 (n=9) 120 = 12 142 = 17 148 + 14 141 = 9 134 = 8

rHb2.0 (n=9) 123 = 10 134 = 18 145 + 16 148 = 17 144 =+ 13

Tabelle 4-3: Hamatokrit unter Ausgangsbedingungen, im Schock und nach Volumenersatz mit Dex60, rHb1.1 und

rHb2.0. Mittelwert + Standardabwei chung.
Abbildung 4-4 (gegeniiberliegende Seite): p.O. und p,CO, unter Ausgangsbedingungen, im Schock und nach
Volumenersatz mit Dex60, rHb1.1 und rHb2.0. Mittelwert + Standardabweichung. » p < 0,05 Dex60 vs rHbl.1 &

rHb2.0; # p < 0,05 rHb2.0 vsrHb1.1
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Baseline Schock 15 min 30 min 60 min >— rHb 1.1
MeRzeitpunkt —®— rHb 2.0
PaO2 [mMmHg]
Ausgangswert Schock 15 min 30 min 60 min
Dex60 (n=9) 76 + 5 129 + 12 123 + 9 119 + 11 122 + 10
rHb1.1 (n=9) 74 = 6 133 + 11 9% =+ 18* 88 == 11* 87 = O
rHb2.0 (n=9) 80 + 8 134 + 8 107 + 18 102 + 17*# 104 + 18*#
PaCO2 [mMmHg]
Ausgangswert Schock 15 min 30 min 60 min
Dex60 (n=9) 41 + 3 33 + 8 39 + 7 39 + 8 37 = 7
rHb1.1 (n=9) 38 + 4 33 + 5 44 + 5 43 + 4 41 + 3
rHb2.0 (n=9) 40 £ 2 29 + 8 42 + 5 42 + 5 41 + 4
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4.1.6 Arterielle Laktatkonzentration

Die arterielle Laktatkonzentration stieg ausgehend von Ausgangswerten unter 2 mmol/I im Schock
im Mittel aller Gruppen auf Werte von 12,7 = 2,9 mmol/I an.

15 min nach Volumenersatz mit rHb1.1 und rHb2.0 war die bereits Laktatkonzentration deutlich
abgefallen und erreichte zu Versuchsende in beiden Gruppen wieder anndhernd Normalwerte.

Im Gegensatz dazu fiel die Laktatkonzentration in der Dex60-Gruppe in der Nachbeobachtungszeit
deutlich langsamer und war auch zum Versuchsende gegeniiber den beiden rHb-Gruppen noch um

mehr als das Zweifache erhoht.
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Dex 60
—0— rHb 1.1
—&— Hb 2.0
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Arterielle Laktatkonzentration [mmol/l]

O ry "y
T e T 144 T T T

Baseline Schock 15 min 30 min 60 min
Mel3zeitpunkt
Arterielle Laktatkonzentration [mmol/l]
Ausgangswert Schock 15 min 30 min 60 min
Dex60 (n=9) 14 + 04 129 =+ 29 85 + 3.1 6.8 + 3.1 51 + 1.7
rHb1.1 (n=9) 16 = 04 136 = 2.9 43 = 2.7*% 2.2 1.8* 1.5 + 1.1*
rHb2.0 (n=9) 14 + 02 116 =+ 29 43 + 1.9* 2.8 1.6* 20 + 2.0*

Abbildung 4-5: Laktatkonzentration im arteriellen Blut unter Ausgangsbedingungen, im Schock und nach

Volumenersatz mit Dex60, rHb1.1 und rHb2.0. Mittelwert + Standardabweichung. » p < 0,05 Dex60 vs rHbl.1 &

rHb2.0
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4.1.7 Basendefizit

Die Entwicklung des Basendefizites zeigte eine deutliche Korrelation zu den Laktatwerten (r2 =
0,58). Im Schock stieg der Mittelwert aler Tiere auf -13,3 + 3,8 mmol/l an. Nach Volumenersatz
normalisierte er sich in den beiden rHb-Gruppen innerhalb der Nachbeobachtungszeit, wohingegen
er in der Dex60-Gruppe deutlich langsamer rucklaufig war und auch zum Versuchsende noch im

negativen Bereich lag.

51



Basendefizit [mmol/l]
&

Dex 60

-9 4
—®— rHb 1.1
—&— rHb 2.0
-12 -
'15 T 7'1’ T 71' T T T
Baseline Schock 15 min 30 min 60 min
Mel3zeitpunkt
Basendefizit [mmol/l]
Ausgangswert Schock 15 min 30 min 60 min
Dex60 (n=9) 3 £ 2 14+ 4 9 + 5 -7+ 4 -3 + 3
rHb1.1 (n=9) 3 1 14+ 4 -3 + 6% 1 + 5* 4 + 3
rHb2.0 (n=9) 3 £ 2 12+ 4 2+ 3 0o + 3 2 £ 3*

Abbildung 4-6: Basendefizit unter Ausgangsbedingungen, im Schock und nach Volumenersatz mit Dex60, rHb1.1 und

rHb2.0. Mittelwert £ Sandardabweichung. = p < 0,05 Dex60 vsrHbl1.1 & rHb2.
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4.2 Mikrozirkulation

4.2.1 Arteriolen und Venolen

Bei der Analyse der Arteriolen fanden sich 60 min nach Volumenersatz mit rHb1.1 gegenlber den
beiden anderen Gruppen signifikant verringerte Durchmesser, wohingegen sich die Werte zwischen
der rHb2.0- und der Dex60-Gruppe nicht voneinander unterschieden (31,1 £ 4,6 umvs. 38,1 + 3,2

bzw.39,2 + 4,8 um; p<0,05).

Beziiglich der venuldren Gefél3durchmesser zeigte sich in allen Gruppen wéhrend des Schocks

lediglich eine leichte Tendenz zur Verengung. Nach Volumenersatz konnten keine signifikanten

Unterschiede zwischen den Gruppen festgestellt werden.

Venulare Durchmesser [um]

Ausgangswert Schock 15 min 30 min 60 min
Dex60 (n=52) 25 £ 5 22 + 6 24 + 5 25 £ 5 23 + 5
rHb1.1 (n=52) 26 t 5 22 + 5 25 + 6 26 t 6 26 + 6
rHb2.0 (n=54) 24 + 4 21 + 6 26 + 5 26 t 5 26 + 5

Tabelle 4-4: Venuldre Durchmesser unter Ausgangsbedingungen, im Schock und nach Volumenersatz mit Dex60,

rHb1.1 und rHb2.0. Mittelwert + Sandardabweichung.)
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Baseline Schock 15 min 30 min 60 min

Mel3zeitpunkt

Arteriolare Durchmesser [um]

Ausgangswert Schock 15 min 30 min 60 min
Dex60 (n=33) 32 £+ 6 34 = 2 37 + 3 39 + 4 39 + 5
rHb1.1 (n=34) 32 + 7 35 = 10 34 + 8 33 £ 6 31 + 5¢
rHb2.0 (n=35) 28 + 5 33 + 9 39 + 8 38 + 8 38 + 8#

Abbildung 4-7: Arterioldre Durchmesser unter Ausgangsbedingungen, im Schock und nach Volumenersatz mit Dex60,

rHbl.1 und rHb2.0. Mittelwert + Sandardabweichung. = p < 0,05 Dex60 vs rHb1.1 & rHb2.0; # p < 0,05 rHb2.0 vs

rHbl.1



4.2.2 ErythrozytenflieRgeschwindigkeit

Die arterioléren Erythrozytenfliel3geschwindigkeiten lagen unter Ausgangsbedingungen und nach
Schock grofdteils tiber 2 mm/sec. Aufgrund von Limitationen der Line-Shift-Technik ist in diesem
Bereich keine genaue Bestimmung der Fliel3geschwindigkeiten mehr moglich, weshalb auf eine
weltere statistische Verwertung dieser Daten verzichtet wurde. Allerdings lag der Anteil der
Arteriolen, in denen 60 min nach Volumenersatz Flief3geschwindigkeiten Uber 2 mm/s gemessen
wurden, in der rHb1.1-Gruppe mit 18/34 (53 %) hoher als in der rHb2.0-Gruppe mit 11/35 (31 %)

und in der Dex60-Gruppe mit 3/33 (9 %) der untersuchten Gefalden.

Die venulére Erythrozytenflief3geschwindigkeit fiel im Schock in allen Gruppen um 90 % ab. Nach
Volumenrickgabe lagen nur die in der rHb2.0-Gruppe gemessenen Werte im Bereich der
urspringlichen Flief3geschwindigkeiten. Dagegen lagen die Werte in der rHb1.1-Gruppe Uber dem
Niveau der Ausgangswerte und die der Dex60-Gruppe darunter. Sowohl 30 min als auch 60 min
nach Volumenersatz lag die Flief3geschwindigkeiten in der Dex60-Gruppe mit 0,3 = 0,23 mnvs
signifikant unter denen der beiden Hamoglobin-Gruppen (0,73 + 0,33 mm/s bzw. 0,58 + 0,37

mm/s)
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Baseline Schock 15 min 30 min 60 min
Mel3zeitpunkt
Venulare ErythrozytenflieRgeschwindigkeit [mm/s]
Ausgangswert Schock 15 min 30 min 60 min
Dex60 (n=52) 0.48 + 0.12 0.05 + 006 035 + 031 028 + 021 030 + 0.23
rHbl.1 (n=52) 056 + 021 0.05 + 005 088 + 0.61 091 + 059 073 + 0.33*
rHb2.0 (n=54) 0.53 + 0.22 0.08 + 0.07 054 + 037 058 + 0.37* 058 + 0.37*

Abbildung 4-8 Venuldre Erythrozytenflielgeschwindigkeit unter Ausgangsbedingungen, im Schock und nach

Volumenersatz mit Dex60, rHb1.1 und rHb2.0. Mittelwert + Standardabweichung. » p < 0,05 Dex60 vs rHbl.1 &

rHb2.0
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4.2.3 Extravasation

Die Messung der arterioldren Extravasation ergab 30 min und 60 min nach Volumenersatz mit

rHbl1.1 im Vergleich zu den beiden anderen Gruppen signifikant erhbhte Werte.

Im Gegensatz zu den Arteriolen fanden sich wahrend des gesamten Experimentes bei den Venolen

keine signifikanten Unterschiede bezlglich der Extravasation.

Venuladre Extravasation [fi/fe]

Ausgangswert Schock 15 min 30 min 60 min
Dex60 (n=52) 0.37 + 0.07 039 + 007 036 *+ 005 034 + 0.09 036 = 0.06
rHb1.1 (n=52) 0.39 + 0.03 043 + 006 039 + 005 039 +* 0.06 039 = 0.09
rHb2.0 (n=54) 0.33 + 0.04 040 + 006 035 + 005 033 + 0.04 036 = 0.05

Tabedle 4-5: Venuldre Extravasation als Quotient der intravasalen / extravasalen Fluoreszenz [fi/f] unter
Ausgangsbedingungen, im Schock und nach Volumenersatz mit Dex60, rHbl.1 und rHb2.0. Mittewert +

Sandardabweichung.
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Arteriolare Extravasation [fi/fe]

Ausgangswert Schock 15 min 30 min 60 min

0.08 033 * 005 031 +* 005 029 *= 0.04

+
+

Dex60 (n=33) 0.37 + 0.07 0.39

I+

+

rHb1l.1 (n=34) 0.38 * 0.05 0.41 0.08 037 * 0.06 038 =+ 0.06* 0.37 = 0.05*

I+
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0.09 031 = 0.05 031 + 0.04# 032 = 0.04#

I+
+
+

rHb2.0 (n=35) 0.33 + 0.05 0.36

Abbildung 4-9: Arterioldre Extravasation als Quotient der intravasalen / extravasalen Fluoreszenz [fi/f] unter

Ausgangsbedingungen, im Schock und nach Volumenersatz mit Dex60, rHbl.1 und rHb2.0. Mittedwert +

Sandardabweichung. = p < 0,05 Dex60 vsrHb1.1 & rHb2.0; # p < 0,05 rHb2.0 vsrHb1.1
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4.2.4 Leukozyten—Endothelzell-Interaktion

Am Endothel der postkapilléren Venolen zeigten sich in allen Gruppen sowohl fir rollende als auch
fur adhérente Leukozyten normale Ausgangsverhdltnisse. Im Schock war die Bestimmung der

Leukozyten-Endothelzel |- nteraktion aufgrund der geringen Flief3geschwindigkeiten nicht moglich.

Hinsichtlich der rollenden Leukozyten bestand post Schock kein signifikanter Unterschied
zwischen den einzelnen Gruppen. Bei den adhérenten Leukozyten dagegen zeigte sich 60 min nach
Volumenersatz bei insgesamt grof3er Streuung ein signifikanter Unterschied zwischen Dex60 und

den beiden rHb-Gruppen.

Venuldar rollende Leukozyten [n/30 sec]

Ausgangswert Schock 15 min 30 min 60 min
Dex60 (n=52) 73 + 28 - 113 + 165 99 + 120 9.0 = 106
rHbl.1 (n=52) 6.6 * 3.8 - 6.0 £ 6.1 79 + 7.3 71 £ 52
rHb2.0 (n=54) 6.1 + 2.2 - 71 + 60 81 * 55 105 * 91

Tabelle 4-6: Venulér rollende Leukozyten unter Ausgangsbedingungen, im Schock und nach Volumenersatz mit Dex60,

rHb1.1 und rHb2.0. Mittelwert + Sandardabweichung.
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Baseline Schock 15 min 30 min 60 min

Mel3zeitpunkt

Venuladr adharente Leukozyten [n/mm?]

Ausgangswert Schock 15 min 30 min 60 min
Dex60 (n=52) 36.7 + 26.9 - 424 + 409 191 + 158 133 + 125
rHbl.1 (n=52) 32.2 + 28.9 - 358 + 36.8 494 + 709 56.1 + 39.8*
rHb2.0 (n=54) 25.7 + 18.9 - 68.2 = 47.7 594 * 431 681 * 49.3*

Abbildung 4-10: Adhérente Leukozyten unter Ausgangsbedingungen, im Schock und nach Volumenersatz mit Dex60,

rHb1.1 und rHb2.0. Mittelwert + Sandardabweichung. » p < 0,05 Dex60 vsrHb1.1 & rHb2.0
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4.2.5 Funktionelle Kapillardichte

Im Mittel aler Tiere lag die funktionelle Kapillardichte unter Ausgangsbedingungen bei 188 + 18
cm/cm? und wurde durch den Schock auf durchschnittlich 38 £ 36 cm/cm?, also um ungefahr 80 %

reduziert.

Der Volumenersatz mit rHb1.1 und mit Dex60 fiihrte zu einem Anstieg der FKD um 66 cm/cm?
bzw. 72 cm/cm?. |m Gegensatz dazu fand sich nach Volumensubstitution mit rHb2.0 eine deutlich
stirkere  Zunahme der funktionellen Kapillardichte, namlich 115 cm/cm?, wodurch zu
Versuchsende signifikant mehr, und zwar Uber % aller Kapillaren wieder von Erythrozyten

perfundiert wurden.
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Funktionelle Kapillardichte [cm/cm?]

Ausgangswert Schock 15 min 30 min 60 min
Dex60 (n=51) 188 + 16 49 + 47 98 + 51 114 + 49 115 + 55
rHbl.1 (n=50) 184 + 20 30 + 29 89 + 47 89 + 40 102 + 31

19 35 £ 29 141 = 25 152 + 25 150 =+ 25%

rHb2.0 (n=50) 191

I+

Abbildung 4-11: Funktionelle Kapillardichte unter Ausgangsbedingungen, im Schock und nach Volumenersatz mit

Dex60, rHbl.1 und rHb2.0. Mittelwert + Sandardabweichung. = p < 0,05 Dex60 vs rHbl.1 & rHb2.0; # p < 0,05

rHb2.0 vsrHbl.1
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5 Diskussion

5.1 Einleitung

5.1.1 Epidemiologie des hamorrhagischen Schocks

Unfélle sind die haufigste Todesursache in der Bevolkerung unter 45 Jahren (100). Die Mortalitat

weist hierbel im Zeitverlauf eine dreigipflige Vertellung auf (17):

* Inder Frihphase ist die Todesursache meist eine direkte Verletzung von Herz, Aorta oder dem
zentralen Nervensystem.

* In den zweiten Haufigkeitsgipfel fallen Patienten, die innerhalb der ersten Stunden den
schockauslésenden Verletzungen wie Hamatothorax, Abdominaltrauma oder Beckenfrakturen
erliegen.

* In den folgenden Tagen ergibt sich ein dritter Mortalitétsgipfel, der durch inflammatorische

Komplikationen wie akutes Lungenversagen, Multiorganversagen und Sepsis bedingt wird.

5.1.2 Kilinische Einteilung

Unter ,,Schock” versteht man im medizinische Sinne eine akute, generalisierte Minderversorgung
lebenswichtiger Korpergewebe mit Sauerstoff, die auf einem Missverhéltnis zwischen dem
Sauerstoffangebot durch das Herz-Kreislauf-System auf der einen und dem Sauerstoffbedarf der
einzelnen Gewebe auf der anderen Seite beruht.

Der Schock ist auch heute noch eine rein klinische Diagnose, weil es keine apparative Diagnostik
und keinen einzelnen Laborparameter gibt, der das Vorliegen eines Schocks zuverlassig anzeigen
konnte. Da die Prognose aber wesentlich von einem schnellen und effizienten Therapiebeginn
abhangt, stellt die Diagnose Schock sehr hohe Anforderungen an das préklinisch und klinisch tétige

medizinische Personal.

63



Anhand des geschétzten Blutverlustes und einfach zu erhebender Parameter schlégt das American

College of Surgeons folgende Einteilung des Schocks in verschiedene Schweregrade vor (9) (siehe

Tabelle 5-1):

Klasse | Klasse Il Klasse lll Klasse IV
Blutverlust [ml] < 750 750 — 1500 1500 — 2000 > 2000
Blutverlust [%] < 15% 15% - 30% 30% - 40% > 40%
HF [min™] <100 > 100 > 120 >140
RR [mmHg] Normal Normal Erniedrigt Erniedrigt
Pulsdruck Normal Erniedrigt Erniedrigt Erniedrigt
AF [min™] 14 - 20 20 -30 30— 40 > 35
Urin [ml/h] > 30 20-30 5-15 <5
Bewusstsein leicht &ngstlich Angstlich angstlich-verwirrt  verwirrt-lethargisch

Tabelle 5-1: Einteilung des Schweregrades anhand des geschétzten Blutverlustes und klinischer Parameter nach dem

American College of Surgeons (9)

Ein Blutverlust von bis zu 15 % (Klasse I) verursacht nur minimale Verénderungen des klinischen
Zustandes. Blutverluste von 15 % bis 30 % (Klasse 1) verursachen eine leichte Tachykardie und
eine Verringerung des Pulsdruckes. Erst bei Blutverlusten von 30 % bis 40 % (Klasse I11) finden
sich die klassischen Schocksymptome wie Tachykardie, Tachypnoe, eine Reduktion des
Bewusstseins sowie ein verringerter Blutdruck. Ein Blutverlust von mehr als 40 % (Klasse V)
stellt eine akute Lebensbedrohung dar. Man findet eine ausgepragte Hypotonie, der diastolische
Blutdruck ist unter Umstdnden nicht mehr messbar. Der Bewusstseinszustand geht von
Angstlichkeit und Agitiertheit zur Lethargie tber, weil der niedrige zerebrale Perfusionsdruck

bereits zu einer Beeintréchtigung der hoheren Funktionen des zentralen Nervensystems fihrt.



5.1.3 Stadien des Schocks

Anhand folgender Grafik sollen die Auswirkungen eines akuten Blutverlustes auf das weitere

Verhalten des Kreislaufes dargestellt werden (Abbildung 5-1):

RR [mmHg]

100

} kompensiert

> dekompensiert

Abbildung 5-1: Auswirkungen eines akuten Blutverlustes auf den mittleren arteriellen Blutdruck; nach Guyton u.

Crowell (73)

In einer Studie an Hunden haben Guyton und Crowell (73) der MAP durch Blutentzug auf
unterschiedliche Niveaus abgesenkt. Sie stellten fest, dass sich bel den Tieren, deren Blutdruck
initial tber 45 mmHg lag (Gruppen |, I und I11), der Kreislauf ohne weitere Intervention von selbst
wieder stabilisierte. Je stérker der Blutdruck abgesenkt worden war, umso langsamer erfolgte die

Erholung, aber bei alen drei Gruppen reichten die kdrpereigenen Kompensationsmechanismen
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offensichtlich aus, um ohne fremde Hilfe eine weitere Verschlechterung der Kreislaufsituation zu
verhindern.

War der Blutverlust dagegen so grof3, dass der Blutdruck initial auf Werte unter 45 mmHg abfiel,
verstarben friher oder spéter alle Versuchstiere. Auch wenn zunéchst eine teilweise Kompensation
der Makrohdmodynamik erfolgte, so war der Schock doch offensichtlich progressiv. Die
Kreislauforgane waren so stark in ihrer Funktion beeintréchtigt, dass ein Circulus vitiosus begann,
welcher die Kreislaufsituation zunehmend verschlechterte. Erfolgte in dieser Situation keine
asuffiziente Therapie, dann wurde der progressive Schock ab einem bestimmten Punkt zum
irreversiblen Schock, bel dem dann selbst die maximale Therapie zwar eine vortbergehende
Verbesserung der Makrohdmodynamik bewirkte, aber einen letalen Ausgang nicht mehr abwenden
konnte (73). Da der Punkt der Unumkehrbarkeit nicht anhand harter Kriterien diagnostiziert werden
kann und vermutlich auch interindividuell stark variiert, kann die Irreversibilitét eines Schocks erst

nach dem Scheitern aller therapeutischen Bemihungen, also ex post festgestellt werden.

5.1.4 Therapie und Prognose

Die Therapie des hamorrhagischen Schocks beginnt mit der Diagnosestellung. Die ersten Schritte
bestehen in der Stillung lebensbedrohlicher Blutungen, dem Verbringen des Patienten in die
Trendelenburg-Lagerung und der Anlage von mindestens zwei grof3lumigen Zugangen fur die
Volumentherapie.

Sowohl Uber die Art als auch Uber das Ausmal? der Volumengabe wird seit Jahren kontrovers
diskutiert. Wahrend im angloamerikanischen Sprachraum aufgrund der guten Verflgbarkeit und
der niedrigen Herstellungskosten empfohlen wird, den Volumenersatz mit Kristalloiden in der
dreifachen Menge des geschétzten Blutverlustes durchzufiihren (20), wird in der deutschsprachigen
Literatur empfohlen, aufgrund des bessern Volumeneffektes und der langeren intravasalen

Verweildauer Kristalloide und Kolloide im Verhaltnis 2:1 zu verabreichen (139). Das in den letzten
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Jahren entwickelte Konzept der ,, small-volume-resuscitation® propagiert zudem die initiale Gabe
von hyperton-hyperonkotischen Losungen, um den hypoxisch geschwollenen Endothelzellen

Flissigkeit zu entziehen und dadurch die Wiederherstellung der Mikrozirkulation zu férdern (101).

Das ideale Ausmald des Volumenersatzes ist in letzter Zeit erneut in die Diskussion geraten.
Wéhrend man bis vor einigen Jahren dazu tendierte, im Falle einer akuten Blutung eher
grol3ziigigen Volumenersatz zu betreiben, wird auch dies in den letzten Jahren zunehmend
hinterfragt. In verschieden Tiermodellen konnte gezeigt werden, dass vor dlem im Falle einer
unkontrollierten Blutung eine frihzeitige und zu aggressive Volumentherapie die Gerinnung
beeintréchtigt, mit dem Blutdruck auch die Blutverluste steigert und dadurch zu einer erhthten
Mortalitéat fihren kann (34; 99). Es gibt auch grofer angelegte Studien, welche die Vorteile einer
restriktiven Volumengabe bel Patienten mit penetrierenden Verletzungen in der préoperativen
Phase belegen (24; 126), insgesamt scheint die Datenlage jedoch noch nicht solide genug, um
daraus allgemein giltige Richtlinien abzuleiten (171; 176).

Zusétzlich zur Volumentherapie fur die Widerherstellung der Makrohdamodynamik muss die
Therapie des ha@morrhagischen Schocks darauf ausgerichtet sein, wieder eine ausreichende
Oxygenierung der Korpergewebe zu etablieren. Das Sauerstoffangebot DO, (oxygen delivery) an
den Organismus ist hierbei definiert als das Produkt aus Herzminutenvolumen HMV und dem

Sauerstoffgehalt c,O, des arteriellen Blutes:

DO; = HMV « c0;
wobel gilt: (9 HMV = HF « SV

und: (b €02 =(1,34 * Hb *» 5,0,) + (0,003 * p,O,)

Durch die Volumentherapie wird beim hamorrhagischen Schock die akute Hypovolamie behoben

und in eine normovoléame Verdiinnungsandmie umgewandelt. Dies ermoglicht zwar ein hoheres
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HMYV und dadurch eine Steigerung des Blutdruckes und eine V erbesserung der Gewebeperfusion.
Die Mdoglichkeiten einer reinen Volumentherapie jedoch sind zwangslaufig begrenzt, solange die
zweite Determinante des Sauerstofftransportes, ndmlich die Menge an zirkulierendem Hamoglobin,
unverandert bleibt. Dementsprechend wird ab einer bestimmten Grenze der Hamoglobingehalt des
Blutes zum limitierenden Faktor.

Zwar ist bei gesunden Probanden ist selbst bei einem Hb von unter 5 g/dl noch eine suffiziente
Sauerstoffversorgung der Gewebe gewéhrleistet (111), beim traumatisch-hdmorrhagischen Schock
ist aber allein schon wegen der Unkenntnis der Vorerkrankungen und der Schwere der
Verletzungen ein hoherer Hb-Wert winschenswert, damit nicht nur eine suffiziente, sondern

maoglichst eine optimale Sauerstoffversorgung gewéhrleistet werden kann (68).

Wenngleich das Anstreben von ,, supranormalen” Werten bei Herzminutenvolumen oder DO2 fir
das Uberleben keinen signifikanten Vorteil zu bieten scheint (83; 212), so konnte doch gezeigt
werden, dass sowohl prolongierte Hypotension (79) as auch das Persistieren einer okkulten
Hypoperfusion nach Krankenhausaufnahme mit einem gesteigerten Risiko fir das Auftreten von
akutem Lungenversagen, Multiorganversagen und Tod Kkorrelieren (26). Es gibt Hinweise darauf,
dass bei bis zu 85% der Traumapatienten auf Intensivstationen trotz Normalisierung von Blutdruck,
Herzfrequenz und Urinausscheidung eine okkulte Hypoperfusion persistiert (4; 183).

Anders als bei der Riuckenhautkammer im Tiermodell ist die okkulte Hypoperfusion jedoch unter
klinischen Bedingungen nur schwer zu detektieren, sodass man sich hierfir mit den einfacher zu
bestimmenden Surrogat-Parametern Laktat und Basendefizit behelfen muss. Sie korrelieren eng
miteinander (46), sind gut etabliert und lassen Ruickschltisse sowohl auf die Schwere des Schocks
als auch auf den Erfolg der Therapie und die weitere Prognose zu (5; 11; 30; 175; 178; 188; 214).
Diese beiden Parameter wurden in der vorliegenden Studie ergdnzend zu den

intravitalmikroskopischen Untersuchungen der Mikrozirkulation erfasst und ausgewertet.
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5.2 Diskussion der Methodik

5.2.1 Modell der Rickenhautkammer

Das Modell der Ruckenhautkammer wurde von Algire im Jahre 1943 zunéchst fir die Maus
entwickelt (6) und von Endrich et al. im Jahre 1980 am Institut fir Chirurgische Forschung fir den
syrischen Goldhamster etabliert (57). Seitdem hat es sich Uber Jahrzehnte in verschiedenen
Forschungsgruppen bewahrt, insbesondere zur Untersuchung der Mikrozirkulation unter
besonderen Bedingungen wie z.B. bel Hamodilution, Sepsis oder |schéamie-Reperfusion (136). Da
das untersuchte Gewebe zur quergestreiften Muskulatur zahlt, sind die dort erhobenen Befunde

reprasentativ fur einen hohen prozentualen Anteil der Korpermasse.

Ein wichtiger Vorzug gegeniiber den meisten anderen Modellen ist die geringe Dicke des
untersuchten Muskels, welche bei schonendem V orgehen mit einer Dicke von 200 — 400 pum eine
hervorragende Darstellung der Mikrozirkulation sowohl in der Durchlicht- als auch in der
Auflichtmikroskopie ermoglicht (57). Gegeniber anderen Nagern (Maus, Ratte) bietet sich der
Hamster vor allem deshalb an, weil der Muskel nur locker in das umgebende Bindegewebe
eingewachsen ist und deutlich weniger Geféverbindungen zwischen den einzelnen Schichten
bestehen. Dadurch eine besonders schonende Préparation ohne Beeintréchtigung des umgebenden
Gewebes moglich, welche Uber einen Zeitraum von bis zu vier Wochen Untersuchungen der

Mikrozirkulation erméglicht (57).

Fur die Untersuchung der Mikrozirkulation am quergestreiften Muskel existiert eine Vielzahl
weiterer Modelle, z.B. das des M. sartorius oder M. tenuissimus der Katze (32; 64), des M.
cremaster, M. gracilis oder Diaphragmas der Ratte (15; 80; 27) oder das der Backentasche des
Hamsters (186). Als so genannte Akutmodelle erfordern all diese Modelle jedoch die Préparation

des Muskels unmittelbar vor dem Versuch. Dies wiederum impliziert die Narkotisierung des
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Versuchstieres vor und wahrend des Experimentes. Sowohl die chirurgische Manipulation als auch
die Anasthesie haben aber nachweislich erheblichen Einfluss auf die Mikrozirkulation im

guergestreiften Muskel.

Durch Narkose und kontrollierte Beatmung der Versuchstiere werden wichtige
Kompensationsmoglichkeiten des Organismus bei hdmorrhagischem Schock eingeschrankt. Die
kontrollierte Beatmung entspricht nicht den physiologischen Gegebenheiten (192) und l&sst keine
Hyperventilation zu, welche die natiirliche Reaktion auf den Schock darstellen wirde und eine
wichtige Rolle bei der Kompensation der metabolischen Azidose spielt.

Zudem fuhren Narkotika, wie das in tierexperimentellen Studien haufig verwendete Phenobarbital,
zu einer kardiovaskuldren Depression (209; 223) und hemmen die sympathikoadrenerge
Gegenreaktion (22; 128). Sowohl Inhalations- (25), as auch Injektionsnarkotika (97) interferieren
mit dem NO-Metabolismus (121) und konnen zu einer Storung der Vasomotion (61), zur
Vasodilatation (41), zu der Offnung von arterio-vendsen Shunts und zu einer Beeintréchtigung der

FKD fiihren (62).

Durch die Exposition des Muskels im Rahmen der Pr&paration kommt es zu einer abrupten
Steigerung des pO, von 10 mmHg (Gewebe) auf 150 mmHg (Raumluft). Allein dies flhrt zu einer
deutlichen Reduktion der Kapillarperfusion (114) und einem Abfall der Muskeldurchblutung auf
etwa ein Drittel des Ausgangswertes (115). Die chirurgische Manipulation verursacht in Arteriolen
einen vorubergehenden Vasospasmus bis hin zum Sistieren des Blutflusses (216) und anschlief3end
kommt es zu einer reaktiven Hyperamie mit verringerter Vasoreagibilitét, die Gber einen Zeitraum
von Minuten bis zu Tagen andauern kann (57; 113; 115). Unabhéngig davon konnte gezeigt
werden, dass die mechanische Reizung im Rahmen der Préparation zu einer Steigerung der

Leukozytenadhasion in den postkapillaren Venolen fuhrt (115).
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Zusammenfassend lasst sich also feststellen, dass fur die Untersuchung einer ungestorten
Mikrozirkulation ein ausreichender zeitlicher Abstand zur chirurgischen Préparation sichergestellt
sein muss, und dass nur die Untersuchung am wachen Tier eine physiologische Reaktion auf

Schock und anschlief3ende Therapie erwarten |&sst.

Wenn sich bis zum Zeitpunkt des Versuches in der Rickenhautkammer keine morphologischen
Korrelate im Sinne einer | nflammation entwickelt haben und somit die strengen Einschlusskriterien
erfullt sind, kann von intakten, physiologischen Verhédltnissen in der Mikrozirkulation ausgegangen
werden: So konnte im Vergleich zu Kontrolltieren ohne Rickenhautkammer kein Unterschied der
globalen Parameter MAP, ZVD, Hkt, p.O,, psCO,, oder pH gefunden werden (18). In der
Ruckenhautkammer selbst kann eine physiologische Vasomotion beobachtet werden (65) und es
kommt zu keiner gesteigerte Expression von entziindungsspezifischen Adhésionsmolekilen (151).
Auch elektronenmikroskopisch lasst sich kein Unterschied beziiglich der Ultrastrukur von

Skelettmuskel, subkutanem Gewebe, Geféal3endothel und Gewebemastzellen detektieren (57; 65).
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5.2.2 Modell des hamorrhagischen Schocks

5.2.2.1 Experimentelle Modellein der Literatur

Studien zum hé&morrhagischen Schock basieren im Allgemeinen auf einem der drei folgenden

Modelle:

* Der hdmorrhagische Schock mit unkontrollierter Blutung (34) ist zwar sehr realitdtsnah, aber
durch die unkontrollierte Blutung kommt es zu grof3en interindividuellen Unterschieden in der
Schocktiefe. Dementsprechend sind bel diesem Modell fur das Erreichen statistisch
signifikanter Ergebnisse relativ grof3e Versuchsgruppen nétig.

» Beim volumenkontrollierten hamorrhagischen Schock (44) schafft man eine gut vergleichbare
Ausgangssituation, jedoch kann auch hier die Schocktiefe aufgrund unterschiedlicher
Kompensationsfahigkeit der einzelnen Tiere erheblich variieren.

» Bei einem druckkontrollierten hamorrhagischen Schock (104) gleichen sich die Unterschiede in
der individuellen Kompensationsfahigkeit grofdtenteils aus, daher sind in diesem Modell
statistische Aussagen bereits mit vergleichsweise geringer Gruppengrof3e moglich.

Eine Sonderform des druckkontrollierten hdmorrhagischen Schocks stellt das Modell nach Wiggers

dar, bel dem die Volumensubstitution nicht nach einer festgelegten Schockdauer begonnen wird,

sondern bei beginnender Dekompensation, also bei weiterem Abfall des Blutdruckes unter ein

zuvor festgelegtes Druckniveau passiv Uber den Rickstrom des entnommenen Blutes erfolgt (220).

72



5.2.2.2 Das Schockmodell der vorliegenden Studie

Ausgangspunkt fir das Versuchsprotokoll der vorliegenden Studie war ein blutdruckkontrolliertes
Schockmodell, welches von Nolte et al. am Ingtitut fr Chirurgische Forschung fur den syrischen
Goldhamster etabliert wurde (150) und fir das bereits eine solide Datenbasis besteht. Bei diesem
Modell wurden 33 mi/lkg KG Blut mit einer Rate von 400 pl/min zur Induktion des Schocks
entnommen. Dadurch wurde dem Kreislauf innerhalb von ca 5 min etwa die Hélfte des
Blutvolumens entzogen und der MAP auf ca. 30 mmHg gesenkt. Uber die folgenden 45 min wurde
der MAP bel 30 £+ 5 mmHg durch weitere Blutentnahme bzw. -riickgabe stabilisiert und
anschlief3end das Volumen des entnommenen Blutes mit einer Rate von 400 pl/min tber den
venosen Katheter ersetzt. Die Messungen wurden 10 min, 30 min, 60min und 120 min nach

Abschluss der Volumensubstitution durchgefiihrt.

Ausgehend von den im Nolte-Modell gewonnenen Erfahrungen wurde das Protokoll fir diese
Studie in einigen Punkten modifiziert. So wurde die Bestimmung von Laborparametern als dritte
Séule neben der Erfassung der Makrohdmodynamik und der Analyse der Mikrozirkulation
eingefuhrt. Dies ermoglichte die Messung von Hb und Hkt, die Beurteilung der respiratorischen
Kompensation (p202, p.CO,) und vor allem eine Abschézung der metabolischen Situation (pH,

Laktat, BE) zur genaueren Quantifizierung der Schocktiefe.

Im Rahmen eigener Vorversuche zeigte sich, dass im Schockmodell von Nolte et al. (150) der
Blutdruckkorridor mit 30 £ 5 mmHg relativ weit gesteckt war: Wahrend ein MAP unter 30 mmHg
innerhalb weniger Minuten zum Tode fihrt (eigene Versuche und (156)), werden Blutdruckwerte
Uber 35 mmHg auch Uber deutlich langere Zeiten toleriert, was aus einer deutlich verzogerten
Akkumulation saurer Metabolite ersichtlich ist (eigene Vorversuche und (93)). Wie eng die

Blutdruckgrenzen mit dem Uberleben im Schock korrelieren, zeigt die Tatsache, dass im Modell
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von Nolte (150) (MAP 30 £ 5 mmHg) alle nicht therapierten Tiere nach spatestens 60 min starben,
wohingegen die Hamster einer anderen Studie MAP-Werten um 40 mmHg Uber 120 min zu 81 %

und Uber 240 min immerhin noch zu 68 % Uberlebten (95).

Gegen ein Modell mit langerer Schockdauer bei 40 mmHg sprach jedoch die Uberlegung, dass mit
zunehmender Schockdauer die individuell unterschiedliche Kompensationsfahigkeit der Tiere
verstérkt zum Tragen kommt: So unterzogen Kerger et a. 66 Hamster einem hamorrhagischen
Schock von 40 mmHg MAP Uber 240 min und stellten fest, dass 24h nach Retransfusion des
entzogenen Blutvolumens 44,4 % der Hamster verstorben waren, wahrend 23,8 % den gleichen
Schock in schlechtem und 31,8% sogar in gutem Allgemeinzustand Uberlebten (93). Die
Unterschiede beziiglich des Uberlebens lieRen sich bereits zum Ende des Schocks anhand der
Blutgase und der FKD prognostizieren. In der vorliegenden Studie wurde der Schock daher
bewusst kirzer gehalten, dafir aber der Blutdruck in einen engeren Korridor as bei Nolte et al.
eingestellt (30-35 mmHg statt 30 £ 5 mmHg). Bei Einhaltung dieses MAP stieg die arterielle
Laktatkonzentration in 30 min auf 12,7 + 2,9 mmol/l und der BE fiel auf -13,3 + 3,8 mmol/l, womit
es sich nach der aktuellen Literatur zumindest um einen schweren hadmorrhagischen Schock,

vermutlich sogar um einen Schock nahe an der Grenze zur Dekompensation handelt (93, 94, 187).

Als weitere Modifikation gegeniiber dem Modell von Nolte et a. wurde die Geschwindigkeit des
Volumenersatzes reduziert. Die Infusion von 400 pl/min entspréche einer Zufuhr von ca. 10 % des
totalen Blutvolumens pro Minute. In einzelnen Vorversuchen wurden bei dieser Rate teilweise
starke ZVD-Anstiege ohne adagquate Erholung des MAP beobachtet, was as Hinweis darauf
gewertet werden kann, dass das schockgeschédigte Myokard durch die schnelle Volumenzufuhr
Uberlastet wurde. Als Konsequenz wurde die Infusionsrate fir den Volumenersatz in der
vorliegenden Studie von 400 pl/min auf 200 pl/min reduziert, woraufhin wahrend der weiteren

Versuche keine Gberméal3igen ZVD-Anstiege mehr auftraten.
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5.2.3 Methode der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie

Zur Bestimmung der Gewebeperfusion bieten sich prinzipiell mehrere unterschiedliche Verfahren
an, wie zum Beispiel die Injektion radioaktiver oder fluoreszierender Mikrosphéren (84, 85), die
Laser-Doppler-Flowmetrie (194) oder die Postronen-Emissions-Tomographie (177). Die
genannten Verfahren sind kaum invasiv und erlauben die Beurteilung mehrerer verschiedener
Gewebe gleichzeitig. Diese Verfahren bieten jedoch lediglich eine geringe rédumliche und / oder
zeitliche Auflésung.

Im Gegensatz dazu erlaubt die intravitale Fluoreszenzmikroskopie eine direkte quantitative Analyse
der Mikrozirkulation. Hierbel ist die Bestimmung von Durchmesser und Flief3geschwindigkeiten
bestimmter Gefél3klassen von besonderer Bedeutung, weil Hamoglobinlosungen differenziert auf
die verschiedenen Abschnitte der Mikrozirkulation einwirken. Zudem ermdglicht die
Fluoreszenzmikroskopie eine exakte Quantifizierung der nutritiven Organperfusion durch die
Bestimmung der FKD sowie eine Abschétzung der Endothelzellintegritét anhand der Extravasation
von HTC-Dextran. Die Analyse der Leukozyten-Endothelzell-Interaktion in ausgewahiten
GefdRabschnitten (57, 14) gibt einerseits Aufschluss Uber den schockbedingten |schamie-
Reperfusions-Schaden, andererseits kann im Gruppenvergleich auf Leukozyten- und
Endothelzellaktivierung durch die jeweils verabreichte Substanz geschlossen werden.

Die wichtigste Limitation der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie besteht in der potentiellen
Phototoxizitd sowohl durch die direkte Erwarmung des Gewebes, als auch indirekt durch die
Bildung von frelen Sauerstoffradikalen, die auf chemischem Wege sowohl Geféle als auch das
umgebende Gewebe schéadigen kdnnen (158). Somit ist eine artifizielle Verstérkung des I/R-

Schadens prinzipiell denkbar (63).

Das Ausmal} der Phototoxizitat héngt ab von der Konzentration des Fluoreszenzfarbstoffes im

untersuchten Gewebe und von der verwendeten Lichtdosis. Hierbei ist die Lichtdosis H [Jcm?] das
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Produkt aus Bestrahlungsintensitdt E [W/cm?] und der Bestrahlungsdauer t [s]. Die
Bestrahlungsintensitét ist wiederum die Strahlungsleistung P [W] pro Fléache A [cn?].

In der vorliegenden Studie wurden fir die Untersuchungen im FITC-Modus eine 100W Xenon-
Lampe auf Stufe 10 von 12 mit einem 12/3 - Filterblock und einem 20x-Objektiv verwendet, diese
Kombination ergibt eine Strahlungsleistung von ca. 0,4 mW . Die Untersuchungen im Rhodamin-
Modus wurden mit einer 100 W Quecksilber-Kurzbogenlampe auf ca. 50 % der Maximalintensitat
mit einem N2 - Filterblock und einem 20x-Objektiv durchgefiinrt, entsprechend einer

Strahlungsleistung von ca. 13,6 mW.

Die lichtexponierte Flache der Riickenhautkammer betrégt ca. 1,04 mn? (197). Dementsprechend

wurden wahrend der Experimente pro untersuchtem Areal etwa folgende Lichtdosen appliziert:

e Arteriolen:

(5+205s) 0,4 mW =40 mWs =40 mJ;
40 mJ/ 1,04 mm2 = 3,846 Jcn;
*  Venolen:
(5230904 mW) + ((5+309) * 13,6 mW) = 60 mWs + 2040 mWs = 2100 mWs=2,1J;
2,13/1,04 mn? = 201,923 Jenv?
» Kapillaren:
(5+305s)*0,4mW =60 mWs =60 mJ;

40 mJ/ 1,04 mm? = 3,846 Jcny

Eine Untersuchung von Steinbauer et al. am syrischen Goldhamster mit Rickenhautkammer
verwendete den gleichen Versuchsaufbau, die gleiche FITC-Doss, und eine ungefahr vierfache
Rhodamin-Dosis (197). Unter 60 min kontinuierlicher Bestrahlung im FITC-Modus mit 10,6 mW

(Lichtdosis 3780 Jcm) kam es zu einer Erwdrmung der Prgparation um ca. 0,02 °C/min. In der
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vorliegenden Studie mit insgesamt ca. 10 min Aufnahmezeit pro Messzeitpunkt hétte die
Erwérmung der Kammer selbst bei maximaler Strahlungsintensitét also 0,5 °C nicht tberschritten.
In den Versuchen von Steinbauer et al. zeigte sich eine signifikant erhohte Leukozyten-
Endothelzell-Interaktion (5/11) und venulérer No-flow (6/11) bei Lichtdosen grof3er 500 Jcnv?
sowie eine erhdhte Inzidenz von Vasospasmen (3/6) und arteriellem No-flow (1/6) bei Lichtdosen
Uber 1400 Jcm?. Eine signifikant verringerte FKD fand sich erst ab 1890 Jcm?(197). Auch bei 10-
fach erhdhter Dosis von FITC-Dextran bzw. Durchfihrung der Versuche nach 4 h Druck-1schéamie
traten erst bei einem Vielfachen der von uns verwendeten Lichtdosis signifikante Verdnderungen
der Mikrozirkulation durch Phototoxizitét auf (197).

Eine Beeintr&chtigung der Untersuchungsresultate durch Phototoxizitdt kann bei dem von uns

verwendeten Versuchsprotokoll daher mit grof3er Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen werden.
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5.3 Diskussion der Ergebnisse

5.3.1 Schock

5.3.1.1 Makrohamodynamik und Laborparameter

Bis zur Volumensubstitution am Ende der Schockperiode war das Vorgehen fiur alle in die Studie
eingeschlossenen Hamster identisch und es fanden sich bei keinem der gemessenen Parameter
signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen. Daher konnen die beobachteten Veranderungen

im Schock fur alle drei Gruppen im Folgenden gemeinsam diskutiert werden.

Mit der Induktion des Schocks kam es bel den Versuchstieren zu einen signifikanten Abfall der
Herzfrequenz und teilweise auch zu bradykarden Herzrhythmusstérungen. Beides ist — anders als
beim Menschen — eine beim Nager relativ haufig zu beobachtende Reaktion auf die Hypotonie und
wurde auch fir den Hamster in anderen Studien beschrieben (93). Die Bradykardie ist
offensichtlich primér vagal vermittelt. Sie kann durch Vorbehandlung mit Atropin verhindert bzw.
durch Vagotomie aufgehoben werden. Besondere Bedeutung scheint hierbei den afferenten C-
Fasern zuzukommen, die die Information von kardialen Dehnungs-Rezeptoren zum Nucleus
solitarius  weiterleiten. So weisen Ratten, bei denen diese Neuronen durch eine
Capsicainbehandlung teilweise zerstért wurden, nur noch eine verringerte bradykarde Reaktion bei

Hamorrhagie auf (118).

Durch die metabolische Azidose sowie die gesteigerte Sympathikusaktivitdt kam es bei allen
Versuchstieren zu einem deutlichen Anstieg der Atemfrequenz und Veréanderungen der Blutgase im
Sinne einer Hyperventilation, wie dies auch in anderen Studien beschrieben wurde (93). Trotz
dieser respiratorischen Kompensation entwickelte sich im Verlauf eine ausgeprégte Azidose mit

deutlichem Anstieg von Laktat und Basendefizit. Beide Parameter sind etablierte Indikatoren fir
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die Schwere eines hdamorrhagischen Schocks. Sie reflektieren die eingegangene Sauerstoffschuld
und steigen proportional zum Ausmald und der Dauer der schockbedingten Hypoperfusion (87).
Dementsprechend korrelieren sie eng mit der Mortalitdt im Schock (11; 30; 54) und sind dartber

hinaus auch als Pradiktor fir das Uberleben etabliert (54; 175; 189; 214).

In der vorliegenden Studie entwickelten die Versuchstiere innerhalb von 30 min einen
Laktatspiegel von 12,7 mmol/l und ein Basendefizit von 13,3 mmol/l. Fir Ratten wurde der Beginn
der Dekompensation (definiert als der Punkt des volume uptakes in einem 40 mmHg Schockmodell
nach Wiggers) bei einem Laktat 14 mmol/l und einem Basendefizit von ca. 16 mmol/|l festgestellt
(187). Kerger et a. berichten, dass die Hamster, die in ihren Versuchen wahrend eines
druckkontrollierten Schocks (MAP 40 mmHg dber 120 min bzw. 240 min) verstarben, bei 30 min
ein dhnlich grof3es Basendefizit aufwiesen (ca. 11 mmol/l bzw. 14 mmol/l), wie die Versuchstiere
der vorliegenden Studie (93, 94). Aufgrund der von Nolte et al. (150) publizierten Befunde kann
man davon ausgehen, dass alle Tiere ohne Therapie nach spétestens 60 min verstorben waren, was
bedeutet, dass sie sich zum Zeitpunkt des Volumenersatzes in einem schweren progressiven Schock

und vermutlich kurz vor der Dekompensation befanden.
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5.3.1.2 Mikrozrkulation

Die terminale Dekompensation des hamorrhagischen Schocks ist eine Folge von Veranderungen im
Bereich der Mikrozirkulation. Insbesondere der Verlust der Konstriktionsfahigkeit im Bereich der
arterioldren Widerstandsgefalde fuhrt zu einem Abfall des totalen peripheren Widerstandes und
somit auch des arteriellen Blutdruckes. Bis dahin ist die Reaktion der Mikrozirkulation insgesamt
heterogen: Wéhrend sich die Widerstandsgefal’e, also die kleinen Arterien und die grol3eren
Arteriolen kontrahieren, kommt es bei den kleineren Arteriolen zu einer Vasodilatation um bis zu
75 % (42; 179).

Dies ist bedingt durch Unterschiede in der sympathischen Innervation der einzelnen Gefal3klassen:
unabhangig von der Grole lassen sich in allen Gefden der Mikrozirkulation oz-Rezeptoren
nachweisen, a;-Rezeptoren kommen dagegen lediglich in den grof3eren Arteriolen und Venolen vor
(60). Zum anderen verlaufen die kleineren Gefdlle direkt im Muskelgewebe eingebettet und
unterliegen daher stérker als die groReren Gefél3e der lokalen metabolischen Situation. Dieseist im
Schock geprégt durch vasodilatierende Faktoren wie Hypoxie (108), Laktatakkumulation, Azidose
(133) und ein reduziertes Membranpotential der Muskelzellen (12).

Methodikbedingt waren die Widerstandsgeféf3e in der vorliegenden Studie einer direkten
Beobachtung nicht zuganglich. Bei den untersuchten kleineren Arteriolen (30,3 £ 15,8 um) konnte
lediglich die oben beschriebene Vasodilatation beobachtet werden. Der drastische Abfall der
erythrozytéren Fliel3geschwindigkeit um 90 % kann jedoch als direkter Hinwels auf die
Konstriktion stromaufwérts gelegener, grof3erer Widerstandsgefal’e gewertet werden, zumal er

durch eine alleinige Verringerung des Herzzeitvolumens nicht zu erklaren wéare (42, 179).
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In der Studie von Nolte et al. fuhrte der 45-minltige Schock bei MAP von 30 £ 5 mmHg zu einem
Abfall der FKD um 63 %. Parallel zu der intravitalmikroskopischen Studie wurde in einer anderen
Gruppe von Versuchstieren die Gewebeoxygenierung in der Riickenhautkammer untersucht. Dabei
wurden zum Ende des Schocks im Muskelgewebe Sauerstoffpartialdriicke um 4 mmHg gemessen
(152). Kerger et a. (93) unterzogen in einem ahnlichen Modell Hamster mit Riickenhautkammer
einem 4-stindigen hamorrhagischen Schock mit MAP 40 mmHg und untersuchten mit Hilfe der
Phosphorescence Quenching-Methode den Sauerstoffpartialdruck an verschiedenen Stellen des
Kreislaufes. Hierbei fanden sie bei den Tieren, die den Schock tberlebten (45 von 66 Tieren), dass
der p.O, von hyperventilationsbedingt erhohten Werten um 110 mmHg herznah bereits in den
groleren Arteriolen auf Werte unter 40 mmHg abgefallen war und im Gewebe nach 30 min Schock
trotz einer FKD von 50 % bei unter 5 mmHg lag (siehe Abbildung 5-2). Noch ausgeprégter waren

die Befunde bei den Tieren, welche wahrend des Schocks verstarben.

In der vorliegenden Studie lag die Schockdauer bei 30 min, dabei war aber der Blutdruck niedriger
und daher der Abfall der FKD deutlich ausgeprégter, sodass davon ausgegangen werden kann, dass
sich auch hier eine ausgepragte Gewebehypoxie entwickelt hat. Soweit anhand der Extravasation
des Plasma-Markers FITC-Dextran beurteilbar, fanden sich zum Ende der Schockperiode zwar
noch keine Anzeichen fir eine signifikante Storung der Endothelzellintegritét, dies steht aber im
Einklang mit anderen Untersuchungen, wonach eine Permeabilitétsstorung erst nach einer langeren

Zeit im Schock auftritt (75).
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Abbildung 5-2: Sauerstoffpartialdriicke (pO,) unter Normalbedingungen bzw. im Schock: herznah (A. carotis; Ao), in
den Arteriolen (A1), dem Gewebe (t) sowie den Venolen (v) der Riickenhautkammer. Mittelwert + Standardabwei chung.

Nach Kerger et al. (93)

Zusammenfassend kann man feststellen, dass sich die Hamster in der vorliegenden Studie zum
Zeitpunkt des Volumenersatzes nach den metabolischen Parametern im progressiven Schock nahe
der Dekompensation befanden und dass auch im Bereich der Mirkozirkulation die typischen

Veranderungen eines schweren hdmorrhagischen Schocks zu beobachten waren.
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5.3.2 Volumenersatz

In der vorliegenden Studie wurde zur Therapie des hamorrhagischen Schocks die Menge des zur
Induktion und Aufrechterhaltung des Schocks entnommenen Blutvolumens zu 100 % in Form von
Dex60, rHb1.1 oder rHb2.0 ersetzt. Dadurch wurde die Hypovolamie behoben und vermutlich eine

Hypervolamie erzeugt, was anhand folgender Modellrechnung veranschaulicht werden soll:

Bei einem mittleren Korpergewicht von 65,9 g und einem angenommenen Blutvolumen von 65
ml/kg KG ergibt sich fir die Versuchstiere ein durchschnittliches Gesamtblutvolumen von 4,22 ml.
Zur Induktion und Aufrechterhaltung des Schocks wurden im Mittel 2,75 mi/kg KG Blut
entnommen, entsprechend 65 % des Gesamtblutvolumens der Hamster. Ohne
Flissigkeitsverschiebungen wére der Ausgangs-Hamatokrit unverdndert geblieben und das
Blutvolumen der Hamster im Schock hétte im Mittel (4,22 - 2,75=) 1,47 ml betragen.

Im hamorrhagischen Schock kommt es durch den erniedrigten hydrostatischen Druck im
Gefdl3system zu einem ,, fluid shift, also einer kompensatorischen FlUssigkeitsverschiebung in den
Intravasalraum. In der vorliegenden Studie fuhrte dies zu einer Reduktion des Hamatokritwertes
von 46,2 % auf 26,9 % zum Ende des Schocks.

Uber einen Dreisatz kann man das Blutvolumen inklusive fluid-shift im Schock also mit [(1,47 ml «
0,462)/0,269] = 2,52 ml berechnen. Hierbei bleibt allerdings die zeitliche Komponente
unberlicksichtigt, da bereits wahrend der Schockinduktion ein fluid-shift stattfindet und somit
zunehmend verdiinntes Blut abgenommen wurde. Diese Berechnung unterschédtzt also das
tatsachlich zirkulierende Blutvolumen.

Ein anderer Ansatz ergibt sich daraus, dass durch den Ersatz des entnommenen Blutvolumens mit
(erythrozytenfreiem) Dex60, rHb1.1 oder rH2.0 der Hamatokritwert von 26,9 % ziemlich genau auf

die Halfte, ndmlich auf 13,4 % abgesenkt wurde. Das bedeutet, dass die zum Ende des Schocks
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zirkulierende Blutmenge in etwa dem zurlickgegebenen Volumen von 2,75 ml entsprochen haben
MUSS.

Nimmt man also an, dass im Schock das tatsachlich zirkulierende Blutvolumen zwischen 2,52 und
2,75 ml lag, so lasst sich der fluid-shift abschétzen: Er lage bei (~2,65 — 1,47) ~ 1,18 ml und wére
damit immerhin fur fast die Halfte des im Schock zirkulierenden Volumens verantwortlich. Unter
Berucksichtigung des fluid-shift 1&ge das Blutvolumen der Versuchstiere nach dem Volumenersatz

um ca. 25 % Uber den Werten zu V ersuchsbeginn.

Blutvolumen [ml]

6 -
c @ RBCV
Q Plasma-Vol.

1 @  Fuid-shift-vol.
3 4 Q Substituiertes Vol.

v PI - + Fluid-Shift-Vol.
5 // @ asma- + Flui ift-Vo
0 - | {

@ @ €) @ ®

Abbildung 5-3: Modellrechnung zu den angenommenen Volumenverhéltnissen vor, wahrend und nach Schock: @
Blutvolumen unter Ausgangsbedingungen: BV = 65,9 g » 65 mi/kg = 4,22 ml; @ theoretisches Blutvolumen im Schock
(ohne fluid-shift): BV = 422 ml - 2,75 m = 1,47 ml; @ Blutvolumen im Schock (mit fluid-shift): BV = [(1,47 ml »
0,462) / 0,269] = 2,52 ml; @ Blutvolumen nach Volumenersatz = Blutvolumen im Schock + substituiertes Volumen

® Blutvolumen nach Volumenersatz = Verdopplung des Schockvol umens (entspricht einer Halbierung des Hb)



5.3.3 Nachbeobachtung

5.3.3.1 Makrohdmodynamik und Laborparameter

Einer der wichtigsten Befunde der vorliegenden Studie ist, dass durch Volumenersatz mit den
beiden rekombinanten Hamoglobinldsungen rHb1.1 und rHb2.0 die Makrohdamodynamik besser
wiederhergestellt und die Laborparameter schneller normalisiert wurden, as durch den

Volumenersatz mit der kolloidalen Kontrollldsung Dex60.

Prinzipiell ermdglicht die Korrektur der Hypovolamie durch Kolloide Uber die Steigerung der
Vorlast ein hoheres Schlag- und somit auch Herzzeitvolumen. Gleichzeitig sinkt aufgrund der
reduzierten Blutviskositét die Nachlast. Beides verbessert die Gewebeperfusion.

Mit zunehmender Verdiinnung sinkt aber auch die Sauerstofftransportkapazitét des Blutes. Bei
isovolamer Hamodilution auf bis zu 50 % des Ausgangs-Hb kommt es dabei noch nicht zur
Beeintréchtigung der Gewebeoxygenierung. Aufgrund der erniedrigten Blutviskositdt ist sogar
Zunéchst eine Verbesserung der Sauerstoffversorgung moglich (140; 145), zumal der kapillare
Hamatokrit Uber einen weiten Bereich nahezu unverandert bleibt (112; 117; 144).

Bei weiterer Hamodilution entwickelt sich jedoch ab einem gewissen Punkt, dem so genannten
kritischen Hamatokrit, eine , supply-demand-dependency”, also die Limitierung des Sauerstoff-
Verbrauches durch das Sauerstoff-Angebot (141). Der kritische Hamatokrit ist hierbei keine
Konstante, sondern der Wert, bei dessen Unterschreiten die ersten Zeichen einer Gewebehypoxie
auftreten. Hamodilutionsversuche an gesunden Probanden haben gezeigt, dass dieser Wert fir

Menschen, die Raumluft atmen, bei Hamoglobinwerten unter 4,8 g/dl liegt (111).

Auch die experimentellen Rahmenbedingungen haben Einfluss auf den kritischen Hamatokrit. Er
kann zum Beispiel bei Narkotisierung des Versuchstieres oder bei einer hohen inspiratorischen

Sauerstoffkonzentration noch niedriger liegen (134). So traten erste Ischdmiezeichen beim
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anasthesierten Schwein unter Beatmung mit Raumluft (FO, 0,21) ab einem Hb von 2,3 g/dl auf,
wohingegen sie sich bei Beatmung mit reinem Sauerstoff (KO, 1,0) erst bei einem Hb von 1,2 g/dI
zeigten (134).

In Hamodliutionsversuchen am wachen, Raumluft atmenden Hamster konnten wir zeigen, dass das
Basendefizit und der Laktatspiegel bis zu einem Hamatokrit von 20 % (Hb 6,8 = 0,6 g/dl)
gegenuber den Ausgangswerten unverandert bleiben, wohingegen diese Werte bei weiterer
Hamodilution auf einen Hamatokrit von 10 % (Hb 3,5 + 0,4 g/dl) bereits signifikant erhbht waren
(Basendefizit 3,5 + 4,5 mmol/l, Laktat 6,1 £ 3,3 mmol/l) (89). Der Hamoglobinwert der Dex60-
Gruppe in der vorliegenden Studie lag mit 5 g/dl zwischen diesen beiden Werten. Sowohl
Basendefizit als auch Laktat waren jedoch in der Nachbeobachtungszeit ricklaufig. Die Werte
fielen zwar nicht so schnell wie die der rHb-Gruppen und auch die Hyperventilation persistierte bis
zum Versuchsende, dennoch darf davon ausgegangen werden, dass trotz des niedrigen Hb-Wertes
eine Regeneration nach Schock mdglich war und auch stattgefunden hat.

Ebenso fand offensichtlich auch die Erholung der Herzfunktion, gemessen an MAP und HF, nur
verzogert satt, wobei auch in diesem Falle der niedrige Hb eine schnellere Erholung der
Herzfunktion limitiert haben konnte (135). Als konkreter Hinwels auf die Belastung des Myokards
nach dem Volumenersatz mit Dextran kdnnen auch die Ubermal3igen ZVD-Anstiege gewertet
werden, die im Rahmen der Vorversuche bel der hdheren Infusionsrate von 400 pl/min aufgefallen

waren.

Die meisten Hamoglobinlésungen der ersten Generation waren in préklinischen Studien in der
Lage, sowohl die globale Hamodynamik als auch die metabolischen Parameter schneller und
effektiver wiederherzustellen, als Kristalloide oder Kolloide (28; 74; 122; 150; 185; 188). Man
kann davon ausgehen, dass neben der zusdtzlichen Sauerstofftransportkapazitét auch die

Vasoaktivitét zu der schnellen Widerherstellung beigetragen hat.
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So haben Habler et al. in einer Studie an Schweinen gezeigt, dass die Vasoaktivitét den koronaren
Perfusionsdruck erhoht, was insbesondere bel kritischer Versorgungssituation des Herzmuskels die
Koronarperfusion verbessern und dementsprechend die Uberlebensrate der Versuchstiere erhbhen
kann (74). Vor diesem Hintergrund kann man annehmen, dass auch in der vorliegenden Studie die
Kombination aus Volumenersatz, Sauerstofftransportkapazitédt und Vasoaktivitét in der rHbl.1-
Gruppe eine bessere Erholung der Herzfunktion und damit der Makrohamodynamik ermoglichte,

als dies durch den reinen Volumeneffekt in der Dex60-Gruppe der Fall war.

Weil rHb2.0 keine nennenswerte arteriolare Vasokonstriktion hervorruft, kommt es anders als bei
rHbl1.1 nach der Verabreichung auch nicht mehr zu hypertensiven Blutdruckwerten (50; 165; 215).
Der vergleichsweise niedrige total-periphere Widerstand erlaubt jedoch anders als bei rHb1.1 ein
hoheres Herzzeitvolumen nach hamorrhagischem Schock (124). Dies kann in der vorliegenden
Studie insofern nachvollzogen werden, als dass in der rHb2.0-Gruppe trotz des relativ niedrigen

MAP die beste Gewebeperfusion beobachtet werden konnte.

Zusammenfassend wurde also in beiden Hamoglobin-Gruppen die Herzleistung vermutlich durch
die zusédtzlich bereitgestellte Sauerstoff-Transportkapazitdt unterstitzt, was das bessere
Abschneiden dieser beiden Gruppen gegentiber der Dex60-Gruppe erklart. Aber nur in der rHb2.0-
Gruppe konnte diese aufgrund der fehlenden arterioldren Vasokonstriktion auch in eine

Verbesserung der Gewebeperfusion umgesetzt werden.

Die Menge an Hamoglobin, die den Tieren zur Therapie des hdmorrhagischen Schocks verabreicht
wurde, war in beiden Versuchsgruppen gleich. Dennoch wurden danach in der rHbl.1-Gruppe
signifikant hohere Hamoglobinwerte als in der rHb2.0-Gruppe gemessen. Dieser Befund steht im

Einklang mit bislang publizierten Daten (165) und l&sst sich durch zwei mogliche Ansétze erklaren:
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Einerseits durch die oben beschriebene Volumenkonzentrierung als Nebenwirkung der vasoaktiven
Hamoglobinlésung rHbl.1, zum anderen durch den mit 63 mmHg um ca 50 % hoheren
kolloidosmotischen Druck bei rHb2.0 im Vergleich zu rHbl.1 (42 mmHg), was einen starkeren

Volumeneffekt und somit einen niedrigeren Hb zur Folge haben kann.

Die beiden metabolischen Parameter Laktat und Basendefizit spiegeln die im Schock eingegangene
Sauerstoffschuld wider und gelten als zuverlassige Pradiktoren fir das Uberleben nach
hdmorrhagischem Schock (54; 175; 189; 214). Rutherford et a. haben gezeigt, dass ein
Basendefizit Uber 11,8 mmol/l zum Zeitpunkt der Einlieferung ins Krankenhaus bei
Schockpatienten mit einer bis zu 50 %-igen Mortalitéat assoziiert ist (178).

Im weiteren Verlauf haben die beiden Parameter einen festen Stellenwert fir die Kontrolle des
Therapieerfolges. Sie sind zuverlassige I ndikatoren fur ein persistierendes Volumendefizit (47; 48),
welches mit okkulter Hypoperfusion und einer gesteigerten Mortalitdt assoziiert ist (26; 160). Die
Friherkennung eines Volumendefizites und eine Therapie bis zur Normalisierung des L aktatwertes
innerhalb der ersten 24 h des Krankenhausaufenthaltes reduzieren die Komplikationsrate und
verbessern das Uberleben (125; 26).

In der vorliegenden Studie waren beide Hamoglobinlosungen im Gegensatz zu Dex60 in der Lage,
die metabolischen Parameter Laktat und Basendefizit innerhalb der 60-mindtigen
Nachbeobachtungszeit wieder fast auf Ausgangsniveau zu reduzieren. Ahnliche Ergebnisse wurden
bereits fr andere Hamoglobinlésungen der ersten Generation publiziert (28; 74; 122; 150; 185;
188). Dementsprechend war die Sauerstofftransportkapazitéat in beiden rHb-Gruppen offensichtlich
grof3 genug, um die Ruickkehr zum aeroben Stoffwechsel zu ermoglichen.

Dies ist insbesondere deshalb interessant, weil die metabolischen Parameter in beiden rHb-Gruppen
gleichschnell ricklaufig waren, obwohl die rHb1.1-Gruppe eine signifikant niedrigere funktionelle

Kapillardichte hatte. Fir diese Divergenz zwischen guter metabolischer Erholung auf der einen

88



Seite und niedriger FKD auf der anderen bieten sich verschiedene Erklarungsansétze an, welche

weiter unten diskutiert werden.

5.3.3.2 Mikrozrkulation

Die Mikrozirkulation nach der Initialtherapie des hamorrhagischen Schocks ist gekennzeichnet
durch einen mehr oder weniger stark ausgepragten |schamie-Reperfusions-Schaden, welcher eine
vollstdndige Widerherstellung der Kapillarperfusion auch noch Stunden nach dem Schock
erschwert bzw. verhindert (10; 137). Mehrere Mechanismen wurden fir dieses so genannte ,, no-
reflow“- Phanomen verantwortlich gemacht, vor adlem persistierende Vasokonstriktion,
Endothelzellschwellung, die Ausbildung eines interstitiellen Odems und die durch

inflammatorische Prozesse gesteigerte Leukozyten-Endothelzell-1 nteraktion (137; 138).

5.3.3.2.1 Arteriolen, Venolen

Sowohl wahrend des Schocks als auch nach Volumenersatz spielen die kleinen Arterien und die
groleren Arteriolen eine zentrale Rolle bei der Regulierung des peripheren Widerstandes und der
Verteilung des Herzminutenvolumens (221). Eine Uber die Reperfusion hinaus persistierende
Vasokonstriktion gilt als wichtige Komponente des ,, no-reflow*- Phanomens (88), aufgrund der
schlechten Zuganglichkeit fur hamodynamische Messungen wurde dieses Thema bislang jedoch
nur wenig untersucht (157; 179).

In einem modifizierten Modell der Riickenhautkammer am Hamster fanden Sakai et al.(179), dass
die Regulierung des Blutflusses vor allem auf Ebene der der Ap-Arterien (156 £ 23 um) und V-
Venolen (365 + 64 um) stattfindet und das diese Gefdl3e auch 2 h nach Schock und sogar nach
Volumenersatz mit Vollblut noch signifikant verengt blieben. Im Gegensatz dazu zeigte sich in den
kleineren, nachgeschalteten A,- und As-Arteriolen (25,6 + 6,4 um und 10,2 £ 2,5 um) eine

Vasodilatation, wahrend bei den A4- Arteriolen (8,6 + 1,8 um) und den V¢ und V -Venolen (25,9 +
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4,6 um und 79,9 + 15,3 um) keine spezifischen Anderungen auftraten. Der Volumenersatz mit
Albumin flihrte zu einer noch ausgepragteren Persistenz der Vasokonstriktion bei den grol3en
Gefélen und wiederum zu einer Dilatation der stromabwaérts gelegenen Arteriolen.

Vom Muster her dhnelten die Verdnderungen der Gefal3durchmesser nach Volumenersatz stark den
im Schock beobachteten Vorgangen, wobel das Ausmal3 der Persistenz (Albumin > Vollblut) direkt
mit einer schlechteren Widerherstellung der FKD korrelierte (179). Als Grund fir die schlechtere
Erholung der Mikrozirkulation nach Volumenersatz mit Albumin machen die Autoren neben der
niedrigeren Sauerstofftransportkapazitdt vor allem die niedrigere Viskosité verantwortlich.
Dadurch treten geringere Scherkrafte am Endothel auf, was Uber eine reduzierte NO-Produktion
eine dstarkere Vasokonstriktion der Widerstandsgeféf3e hervorruft  (179). Distal der
Widerstandsgefal3e fuhrt dies zu einem Abfall Fussgeschwindigkeiten, zu verringerten
Scherkréften und dementsprechend zu einer Vasodilatation der kleineren Arteriolen.

Die benefiziellen Effekte einer hohen Viskositét fur die Mikrozirkulation bei Hb-Werten im
Bereich des kritischen Hamatokrit wurde in letzter Zeit in Arbeiten derselben Gruppe diskutiert und

experimentell belegt (33; 202; 203).

Im Gegensatz zu den zitierten Studien waren bel uns die Unterschiede bezliglich der Viskositéat
jedoch gering und die Lésungen mit der niedrigsten und der hochsten Viskositét (rHbl1.1; 1,9 cP
bzw. Dex60; 2,8 cP) konnten die Kapillarperfusion nicht so gut wiederherstellen, wie der
Volumenersatz mit rHb2.2 (2,1 - 2,4 cP). Deshalb kann anhand der vorliegenden Studie keine
Aussage Uber den Einfluss der Viskositét getroffen werden. Insgesamt stimmen die Ergebnisse von
Sakal et al. (179) jedoch sehr gut mit unseren Daten Uberein, denn in der Dex60-Gruppe der
vorliegenden Studie zeigte sich bei den beobachteten Arteriolen, die vom Durchmesser her A,-, As-
und Ay-Arteriolen entsprachen, ebenfalls eine Tendenz zur Dilatation und die venuldren

Fliel3geschwindigkeiten waren in dieser Gruppe nach Schock deutlich verlangsamt.
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Nimmt man die Daten der Dex60-Gruppe als Referenz, so zeigte sich im Bereich der kleineren
Arteriolen nach Volumenersatz mit rHbl.1 eine signifikante Vasokonstriktion. Dieser Befund kann
auf den vasoaktiven Effekt von rHbl.1 zurlickgefuhrt werden, welcher —wie in der Einleitung
beschrieben- vor allem auf dem Mechanismus des NO-Scavenging beruht, wie von Rioux et al.
exemplarisch an Aortenringen nachgewiesen wurde (174).

Im Gegensatz zu den Arteriolen blieben die Durchmesser der Venolen gegeniber der Dex60-
Gruppe unverandert. Interessant ist jedoch die Tatsache, dass in der rHbl.1-Gruppe trotz der
arterioldren Vasokonstriktion eine signifikant hohere venulare Erythrozytenfliel3geschwindigkeit
gemessen wurde, als in der Dex60-Gruppe. Eine &hnliche Beobachtung wurde - ebenfalls am
Hamster mit Ruckenhautkammer - in friiheren Versuchen am Institut fir Chirurgische Forschung
von Nolte et al. (150) fir den Volumenersatz nach Schock mit DCLHDb publiziert.

Es ist bekannt, dass rHb1.1 dhnlich wie andere vasoaktive Hamoglobinlésungen den systemischen
Widerstand erhoht und dadurch zu einem Abfall des Herzminutenvolumens fuhren kann (51). Mit
Hilfe von Mikrosphéren konnte aber an anasthesierten Ratten gezeigt werden, dass die einzelnen
Gewebe unterschiedlich auf die Vasoaktivitdt reagieren, wodurch es zu einer Umverteilung des
Herzzeitvolumens kommt (31; 120; 122). Wahrend bei allen Geweben die Durchblutung gegentiber
den Ausgangsbedingungen zurtickging, war die Muskulatur neben dem linken Ventrikel das einzige
Gewebe, welches davon nicht betroffen war (31).

Eine entsprechende Untersuchung nach Schock und Volumenersatz konnte zwar keinen
signifikanten Unterschied zwischen Kristalloid und rHb1.1 bezlglich der Muskeldurchblutung
feststellen. Daflir zeigte sich ein gegentiber dem Kristalloid signifikant erhéhter Blutfluss zu Herz,
Haut, Niere, Milz und Leber (122).

Bertcksichtigt man die grof3e Kontaktflache und die geringe Dicke des von uns untersuchten
Muskels, so konnte die gesteigerte Durchblutung der Haut einen Erklérungsansatz fir die erhdhten
Blutflussgeschwindigkeiten in den Venolen der rHb1.1-Gruppe bieten, zumal Gefal3verbindungen

aufgrund ihres Verlaufes orthogonal zum untersuchten Gewebe nur schwer zu detektieren wéaren.
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In der rHb2.0-Gruppe verhielten sich die Durchmesser der Arteriolen genauso wie die der Dex60-
Gruppe, was as Hinweis auf die fehlende bzw. deutlich reduzierte Vasoaktivitédt von rHb2.0
gewertet werden darf und im Einklang mit den Resultaten aller anderen zu rHb2.0 verdffentlichten
Studien steht (31; 50; 124; 170; 215). Dementsprechend ist der systemische Widerstand nach
Schock und Volumenersatz mit rHb2.0 signifikant niedriger als nach Volumenersatz mit rHbl.1
(165), was in unserer Studie den Effekt hatte, dass die venulére Blutflussgeschwindigkeit trotz des
signifikant niedrigeren MAP ebenso hoch wie die der rHb1.1-Gruppe war, und damit signifikant

hoher als die der Dex60-Gruppe.

5.3.3.2.2 Extravasation

In der Fruhphase des hdmorrhagischen Schocks findet zunéchst - wie oben beschrieben - ein fluid-
shift vom Interstitium in den Intravasalraum statt. Mit fortschreitender Schockdauer kommt es
jedoch hypoxiebedingt zu einer Schwellung der Endothelzellen und zu einer Stérung der
Barrierefunktion mit gesteigerter mikrovaskulérer Permeabilitéat (130). Dies beglinstigt den Austritt
von Flissigkeit und die Ausbildung von interstitiellen Odemen, was wiederum den intravasalen
Volumenmangel verstarkt und vor allem durch die Einengung der Kapillarlumina eine effektive
Reperfusion nachhaltig erschweren kann.

Das Phanomen einer endothelialen Permeabilitétsstérung tritt nicht nur im Rahmen der
Mikrozirkulationsstérung bei Schockzustanden auf, sondern kann sich auch erst nach dem
Volumenersatz manifestieren.

Zudem haben Untersuchungen am Mesenterium der Ratte gezeigt, dass die Verabreichung von
vasoaktiven Hamoglobinldsungen per se — also auch ohne vorherige Ischamie/Reperfusion — durch
eine Storung der Endothelzellintegritét eine gesteigerte mikrovaskuldre Permeabilitét flur den
Plasmamarker FITC-Albumin hervorrufen kann (19). Vasoaktive Hamoglobinlésungen kdnnen

Uber die Bildung von Aktin-Stressfasern Veranderungen im Zytoskelett verursachen. Diese fuhren
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zur Bildung von Endothelzell-Liicken, was wiederum die Extravasation der Hamoglobinmolekiile
verstérken kann, ein Prozess, den Dull et al. als “Hb-induced Hb permeability” bezeichnen (53).

Dies wiederum impliziert zwei Aspekte: Zum einen kann die Extravasation von vasoaktivem
Hamoglobin in die Gefé3wand die Vasokonstriktion verstarken (92), zum anderen kann es zu einer
Verringerung des Blutvolumens kommen, wie sie fir die Hamodilution von Caron et al.

beschrieben wurde (35).

Auch in der vorliegenden Studie findet sich eine gesteigerte Permeabilitét der arteriellen Gefal3e fur
den Plasmamarker FITC-Dextran, und zwar nur nach der Verabreichung der vasoaktiven
Hamoglobinlésung rHbl.1. Am Beispiel von rHbl.1 konnten Doyle et al. zeigen, dass die
Polymerisierung von Hamoglobinmolekllen ihre Tendenz zur Extravasation verringert (51).
Abgesehen von der Polymerisierung zeichnet sich rHb2.0 gegeniiber dem in der vorliegenden
Studie unpolymerisierten rHb1.1 durch eine deutlich reduzierte NO-Scavenging-Kapazitét aus.
Dementsprechend dirfte diese Hamoglobinlésung eine deutlich geringere Endothelzellkontraktion
hervorrufen und einen wesentlich geringeren Einfluss auf die Gefél3permeabilitdt haben. Zudem
konnte gezeigt werden, dass rHb2.0, selbst wenn es extravasieren wirde, wegen seiner niedrigen
NO-Scavenging-Kapazitdt keinen nennenswerten Einfluss auf die NO-Konzentration in der
Gefdl3wand hétte (92).

Die genannten Untersuchungen kénnen durch die Ergebnisse unserer Studie bestétigt werden, weil
sich auch bei uns weder ein Hinweis auf Vasoaktivitat noch eine gesteigerte Extravasation des

Plasmamarkers FITC-Dextran in der rHb2.0-Gruppe feststellen liefs.
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5.3.3.2.3 Leukozyten-Endothel zell-I nteraktion

Infolge des Ischdmie-Reperfusionsschadens kommt es nach Schock zu einer gesteigerten
Leukozyten-Endothelzell-I nteraktion, welche wesentlichen Anteil am ,, no-reflow“-Phanomen hat.
Hierbel lauft die Leukozytenaktivierung im Allgemeinen im Rahmen einer festen, mehrstufigen
Kaskade ab:

Ausloser ist unter anderem die Verringerung der endothelialen NO-Produktion, was 10-20 min
nach Reperfusion zu einer Hochregulierung von zelluldren Adhésionsmolekilen, insbesondere von
P-Selektin fuhrt (109). Die Interaktion zwischen dem endothelialen Selektin und Mucin-dhnlichen
Molekilen auf den Leukozyten fuhrt zum mikroskopisch sichtbaren ,,Rolling” der Leukozyten an
der Geféllwand (106). Chemotaktische Substanzen steigern leukozytére Integrin-Adhésivitét,
wodurch es zu einer Verlangsamung des Rollens kommt. Bel weiterer Aktivierung kommt es
schliefdlich zur Verankerung der Leukozyten am Endothel durch die Wechselwirkung zwischen
endothelialen Adh&sionsmolekiilen aus der Immunglobulin-Superfamilie (IgSF) und Integrinen auf
der Leukozytenoberflache, Korrelat ist das , Sticking” der Leukozyten an der Gefél3wand, welches

der Leukozytenemigration in das umliegende Gewebe vorausgeht.

Die Bedeutung der Leukozytenaktivierung fur den Ischamie-Reperfusions-Schaden kann man
daraus ersehen, dass neutropenische Ratten deutlich weniger ,no-reflow* und dadurch ein
signifikant besseres Outcome nach hamorrhagischem Schock zeigen, als Ratten mit normaler
Neutrophilen-Zahl (21). Ebenso konnte durch die Inhibition von Adhasionsmolekilen mit
monoklonalen Antikorpern den Reperfusions-Schaden nach Schock verringert werden (142; 172).
Es gibt Hinweise darauf, dass die Leukozytenadhdsion eng mit Zellkernschaden im umgebenden
Muskel korreliert (77).

Der Reperfusions-Schaden durch aktivierte Leukozyten hat sowohl eine rheologische als auch eine

biochemische Komponente: So verursacht die Verlegung von Kapillaren durch Leukozyten ein
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persistierendes Perfusions-Defizit (16; 58; 184) und die Leukozyten-Akkumulation am Endothel
postkapillérer Venolen steigert den hydraulischen Widerstand der Abstrombahn, was ebenfalls eine
effektive Reperfusion verhindert (130). Die biochemische Komponente umfasst unter anderem die
Bildung reaktiver Sauerstoffradikale (132) und die Freisetzung von Proteasen, welche den

Reperfusions-Schaden weiter verstérken (218).

Um auf die vorliegende Studie zurtickzukommen, muss nach Schock also von einer reduzierten
endothelialen NO-Produktion und infolgedessen von einer gesteigerten Leukozyten-Endothelzell-
Interaktion ausgegangen werden (109). Zudem miusste das NO-Scavenging durch rHbl.1 die
Verflugbarkeit von NO am Endothel weiter reduzieren, was eine weitere Steigerung der
Leukozytenaktivitét in dieser Gruppe zur Folge hétte. Entgegen dieser Erwartungen zeigt sich
jedoch in der Nachbeobachtungszeit bel insgesamt grof3er Streuung kein Unterschied zwischen den
beiden rHb-Gruppen. Lediglich 60 min nach Volumenersatz findet sich ein signifikanter
Unterschied in der Leukozytenadhdrenz zwischen Dex60 und den beiden rHb-L6sungen. Dieser
scheint aber weniger auf einer Leukozytenaktivierung durch die Hamoglobinldsungen als vielmehr
auf der Reduktion der Leukozytenadhérenz durch Dextran zu beruhen, wie sie an unserem Institut

von Steinbauer et al. am Hamster mit Ruckenhautkammer beobachtet wurde (198; 199).
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5.3.3.2.4 Funktionelle Kapillardichte

Die Funktionelle Kapillardichte ist ein sehr gut etablierter Parameter fir die nutritive
Organperfusion und ein Schltsselfaktor fur die Vitalitét der Gewebe. Voraussetzungen fir eine
Erholung der FKD nach Schock sind neben ausreichendem Perfusionsdruck eine moglichst
weitgehende Beseitigung von arteriolarer Vasokonstriktion, Endothelzell-Odem, interstitiellem
Odem, Leukozytenaktivierung und anderen rheologischen Hindernissen. Auf Ebene der
Mikrozirkulation stellt die Widerherstellung der FKD somit die gemeinsame Endstrecke aller

therapeutischen Bemiihungen dar.

In der vorliegenden Studie wurde die FKD durch rHb2.0 signifikant besser wiederhergestellt, als
durch rHb1.1 oder Dex60. Hierbei hat die unvollstéandige Erholung in der Dex60- und der rHb1.1-
Gruppe vermutlich unterschiedliche Ursachen: Die Verabreichung der (nicht vasoaktiven) Dex60-
Losung fuhrte im Vergleich zur rHb1.1-Gruppe zu einer signifikant schlechteren Wiederherstellung
des MAP. Andererseits fuhrt das Fehlen von arteriolérer VVasokonstriktion dazu, dass der MAP
mehr oder weniger direkt mit der FKD korreliert und diese dementsprechend proportional zum
MAP angehoben wird (siehe Abbildung 5-3). Allerdings dirfte der relativ niedrige MAP von 66,3

+ 7,3 mmHg fir eine weitere Steigerung der FKD limitierend gewesen sein.

Im Gegensatz dazu lag nach Volumenersatz mit rHb1.1 der MAP im Bereich der Ausgangswerte
vor Schock. Allerdings waren aufgrund der Vasoaktivitét die arteriol&ren Durchmesser signifikant
erniedrigt. Somit kann man davon ausgehen, dass in der rHb1.1-Gruppe der Druckabfall an den
prékapilléren Widerstandsgefalien dazu gefihrt hat, dass die FKD nicht mehr mit dem MAP
korreliert und sogar schlechter als in der Dex60-Gruppe wiederhergestellt wurde (siehe Abbildung
5-3). Diese Befunde passen zu friheren Beobachtungen von Botzlar et al. (28) und Nolte et al.

(150) in einem &hnlichen Schockmodell: Sie fanden einen niedrigen MAP und eine niedrige FKD
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nach Volumenersatz mit Dex60, wohingegen die untersuchte Hamoglobinlésung der ersten
Generation (UPBHb bzw. DCLHb) zwar jeweils eine deutliche Steigerung des MAP bewirkte, aber

bezliglich der Kapillarperfusion keine Verbesserung brachte.

Der Volumenersatz mit rHb2.0 flihrte zu einer suffizienten Widerherstellung des MAP, ohne dass
dabei Anzeichen von Vasoaktivitdt beobachtet werden konnten. Die Durchmesser von Arteriolen
und Venolen unterschieden sich zu keinem Zeitpunkt von denen der Dex60-Gruppe, wobei jedoch
die venuldre Erythrozytenflief3geschwindigkeit signifikant hoher lag. Durch die Abwesenheit von
arterioldrer Vasokonstriktion korrelierte die FKD direkt mit dem MAP oder anders ausgedrickt:
der MAP konnte ohne grol3ere Widerstandsverluste in eine Verbesserung der FKD umgesetzt

werden, weshalb sich in dieser Gruppe die hochsten FKD-Werte beobachten lief3en.

In der vorliegenden Studie waren beide Hamoglobinlosungen im Gegensatz zu Dex60 in der Lage,
sowohl das Basendefizit als auch das Laktat bereits in der 60-minitigen Nachbeobachtungszeit
anndhernd zu normalisieren. Dies ist vor alem deshalb interessant, weil die metabolischen
Parameter gleichschnell ricklaufig waren, obwohl die funktionelle Kapillardichte der rHbl.1-

Gruppe deutlich niedriger war als die der rHb2.0-Gruppe.

Ein moglicher Erklérungsansatz fur diesen Befund soll im Folgenden dargelegt werden:

Nach der allgemeinen Vorstellung, basierend auf dem Krogh'schen Modell, findet die
Sauerstoffabgabe an das Gewebe in den Kapillaren statt (103). Untersuchungen von Duling et al.
aus dem Jahre 1970 konnten allerdings mit Hilfe von Mikrokathoden zeigen, dass Sauerstoff zu
einem grof3en Teil bereits prékapillar, also auf Ebene der Arteriolen, in das umgebende Gewebe
diffundiert (52). Diese Befunde konnten in letzter Zeit mit Hilfe der Phoshorescence Quenching-

Methode durch Intaglietta und Mitarbeiter bestétigt werden (90; 201). Zudem wird vermutet, dass
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Abbildung 5-4: funktionelle Kapillardichte in Abhéngigkeit vom mittleren arteriellen Druck. Bei @ und @ steht jeder
Mittelwert fiir eine Gruppe (n=9); bei ®,@,® reprasentiert jeder Wert einen Messzeitpunkt nach Volumenersatz
(15min, 30min, 60min); @ Ausgangswerte alle Gruppen; @ Schock alle Gruppen; @ Volumenersatz mit Dex60; @
Volumenersatz mit rHbl.1; ® Volumenersatz mit rHb2.0. Die Werte bei @, @, @ und ® scheinen linear

miteinander zu korrelieren, wohingegen bei den Werten @ (Volumenersatz mit rHb1.1) der erhéhte mittlere arterielle

Druck nicht mit einer gesteigerten funktionellen Kapillardichte einhergeht. Mittelwert + Sandardabweichung.

Hamoglobinldsungen neben ihrer reinen Sauerstofftransport-Funktion zusétzlich die Sauerstoff-
Diffusion vom Erythrozyten durch den Plasmasaum zum Gewebe erleichtert (131).

Man konnte also annehmen, dass aufgrund dieser Mechanismen eine ausreichende Oxygenierung
des Gewebes trotz reduzierter Kapillarperfusion moglich ist. In der Tat kann man diese Hypothese

mit Befunden von Nolte et a stitzen.,, die in einer dhnlichen Studie nach Schock und
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Volumenersatz mit DCLHb im Vergleich zu Dex60 eine signifikant schlechtere FKD, aber zugleich
einen deutlich besseren Gewebe-pO, beobachteten (150; 152). Leider wurden in der genannten
Studie weder Laktat noch Basendefizit bestimmt, sodass offen bleibt, ob unter diesen Bedingungen
auch eine Normalisierung der metabolischen Parameter stattgefunden hétte.

Kerger et al. untersuchten am Hamster mit Rickenhautkammer nach Schock und Volumenersatz
mit einer vasoaktiven Hamoglobinlésung (Hemolink™) die Sauerstoffpartialdricke in
verschiedenen Gefél3kategorien sowie im Gewebe und kamen zu dem Ergebnis, dass trotz
Normalisierung der systemischen Parameter im Bereich der Mikrozirkulation nach wie vor eine
deutliche Storung der Perfusion und der Sauerstoffpartialdricke persistierte (93). Diese
Feststellung auch deshalb so bedeutend, weil — ebenfalls am Modell des Hamsters mit
Ruckenhautkammer - gezeigt werden konnte, dass die Erholung der FKD nach Schock den
hochsten préadiktiven Wert flr das Langzeittiberleben der Tiere hatte (95).

Dies unterstreicht also nochmals die Tatsache, dass eine gesamtheitliche Beurteilung der Effizienz
in der Therapie des hdmorrhagischen Schocks nur unter Bertcksichtigung aller drei Saulen,

namlich der Makrohamodynamik, der Laborwerte und der Mikrozirkulation erfolgen kann.
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6 Zusammenfassung

Die Therapie des akuten ha&morrhagischen Schocks durch die Transfusion von Erythrozyten-
Konzentraten ist meist nur mit zeitlicher Verzogerung moglich und mit einem hohen logistischen
Aufwand verbunden. Zudem ist epidemiologisch bedingt in Zukunft mit einem zunehmenden
Missverhdltnis zwischen der Menge von Spenderblut und dem Bedarf an Blutkonserven zur
rechnen.

Die Entwicklung kiinstlicher Blutersatzstoffe wird daher weltweit mit grof3em Engagement und auf
hochstem Niveau vorangetricben. Bislang konnte wegen des potentiell schadlichen
Nebenwirkungsprofils noch kein Produkt den fir die Marktreife in Europa oder den USA
erforderlichen Anforderungen gerecht werden. Die meisten der bisher untersuchten
Hamoglobinldsungen vereinen ndmlich die Vorteile von Volumeneffekt und Sauerstofftransport-
kapazitdt mit vasoaktiven Eigenschaften, welche zwar die Wiederherstellung der Makro-
hdmodynamik beglnstigen, aber moglicherweise die Widerherstellung der mikrovaskuléren
Perfusion geféhrden.

Die durch Hamoglobin hervorgerufene Vasokonstriktion findet hauptséchlich Uber den
Mechanismus des NO-Scavenging statt. Mit der Entwicklung der rekombinanten
Hamoglobinldsung rHb2.0 gelang es erstmals, durch genetische Modifikation der H&m-Tasche ein

Hamoglobinmolekil mit deutlich reduzierter NO-Scavenging-Kapazitét herzustellen.

Ziel dieser experimentellen Studie war es, die Effekte dieser Hamoglobinlésung auf die
Mikrozirkulation bei der Therapie des hdmorrhagischen Schocks zu untersuchen und mit denen

einer vasoaktiven Hamoglobinlésung und einer kolloidalen Kontroll-Ldsung zu vergleichen.

Hierfir wurden wache, Syrische Goldhamster mit Rickenhautkammer und zentralem arteriellen

und vendsen Katheter ausgestattet und einem 30-minttigen hamorrhagischen Schock mit einem
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mittleren arteriellen Blutdruck von 30-35 mmHg unterzogen. Zum Ende der Schockperiode wurden
die Tiere je einer der drei Versuchsgruppen (n=9) nach Randomisierung zugeteilt und der
Volumenersatz in der Menge des entzogenen Blutvolumens entweder mit 6% Dextran 60, mit der
rekombinanten Hamoglobinldsung rHb1.1 (10 g/dl, normale NO-Scavenging-Kapazitét) oder mit
rHb2.0 (10 g/dI, reduzierte NO-Scavenging-Kapazitét) durchgefihrt.

Die makrohdmodynamischen Parameter Blutdruck und Herzfrequenz wurden kontinuierlich
aufgezeichnet, zudem wurden unter Ausgangsbedingungen, zum Ende der Schockperiode sowie 15
min, 30 min und 60 min nach Volumenersatz arterielle Blutproben analysiert und mit Hilfe der
Videofluoreszenzmikroskopie die  Mikrozirkulation im  quergestreiften Muskel der

Riickenhautkammer untersucht.

Die dabei gewonnenen Erkenntnisse lassen sich wie folgt zusammenfassen:

1) Der hdmorrhagische Schock fiihrte trotz respiratorischer Kompensation zu einer deutlichen
metabolischen Azidose mit ausgepragtem Anstieg von Laktat und Basendefizit. Im Bereich der
kleinen Arteriolen kam es zu keiner relevanten Vasokonstriktion, dennoch verursachte die
Zentralisierung des Kreislaufes einen Abfall des Blutflusses in der Kammer um ca. 90 % sowie

eine Reduktion der Kapillarperfusion um ca. 80 %.

2) Die Therapie des Schocks mit Dex60 behob zwar die Hypovolamie, reduzierte aber auch
nochmals den Hamoglobingehalt des Blutes. Durch Volumenersatz mit Dex60 wurde die
Makrohamodynamik nur unzureichend wiederhergestellt, moglicherweise weil die Andmie eine
schnellere die Erholung der Herzfunktion nicht zulief3. Dementsprechend fanden sich in dieser
Gruppe in der Nachbeobachtungszeit die niedrigsten Flief3geschwindigkeiten und die niedrigste

funktionelle Kapillardichte.
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3) Der Volumenersatz mit rHbl.1 fihrte zu ener vollsténdigen Wiederherstellung der
Makrohamodynamik sowie zu einer Normalisierung der metabolischen Parameter innerhalb der
Nachbeobachtungszeit. Allerdings zeigte sich vermutlich aufgrund der hohen NO-Scavenging-
Kapazitdt eine signifikante Vasokonstriktion im Bereich der Arteriolen, was eine unzureichende
Erholung der funktionellen Kapillardichte zur Folge hatte. Gleichzeitig fand sich eine signifikant
gesteigerte Extravasation des Plasmamarkers FITC-Dextran als Hinweis auf eine Stérung der

Endothelzellintegritét.

4) Durch die Therapie des Schocks mit rHb2.0 wurde der MAP stérker angehoben als in der
Dex60-Gruppe, aufgrund der fehlenden vasoaktiven Effekte aber nicht so stark wie in der rHb1.1-
Gruppe. Ebenso wie in der rHbl.1-Gruppe wurden die metabolischen Parameter in der
Nachbeobachtungszeit normalisiert. Die arterioldren Durchmesser zeigten keinen Hinweis auf
Vasokonstriktion, was auf die deutlich reduzierte NO-Scavenging-Kapazitéat zurtckgefuhrt werden
kann. Dies ermoglichte eine deutlich effektivere Wiederherstellung der funktionellen Kapillardichte
als in den beiden anderen Gruppen. In der rHb2.0-Gruppe fand sich keine gesteigerte Extravasation
des Plasmamarkers FITC-Dextran und somit kein Hinwels auf eine Stérung der

Endothelzellintegritét.

5) Trotz der unterschiedlichen NO-Scavenging-Kapazitét der beiden Hamoglobinlésungen zeigten
sich keine signifikanten Unterschiede bezliglich der Leukozyten-Endothelzell-I nteraktion. Die zu
Versuchsende signifikant niedrigere L eukozytenadhérenz in der Dex60-Gruppe ist am ehesten eine

Folge der bekannten adhérenzmindernden Effekte von Dextran-L 6sungen.
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Schlussfolgerung:

In unserem experimentellen Modell war die rekombinante Hamoglobinldsung rHb2.0 aufgrund der
deutlich reduzierten NO-Scavenging-Kapazitét als einzige der drel Testlosungen in der Lage, die
makrohamodynamischen Parameter nach h&morrhagischem Schock suffizient wiederherzustellen
und diese Verbesserung auch in eine deutliche Verbesserung der mikrovaskuldren Perfusion
umzusetzen. Die Minimierung ihrer vasoaktiven Nebenwirkungen dirfte somit einen

Schltsselfaktor fir die Entwicklung effizienter und sicherer Hamoglobinldsungen darstellen.
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