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1 Einleitung

1.1 Pathogenese und Atiologie der akuten Pankreatitis

Die Inzidenz der akuten Pankreatitis betrdgt 10-46 Neuerkrankungen
pro 100.000 Einwohner pro Jahr [109] und macht damit 2% des klini-
schen Krankenguts aus. Es handelt sich um eine Erkrankung mit mul-
tifaktorieller Atiologie, deren Inzidenz in den letzten Jahren deutlich ge-

stiegen ist.

Alkoholkonsum und Gallensteinleiden sind fir 80% der akuten
Pankreatitiden verantwortlich. Weitere mogliche Ursachen sind obst-
ruktive Erkrankungen von Ductus pancreaticus major, Ductus panc-
reaticus minor oder der Papille, Autoimmunerkrankungen, Er-
krankungen des Duodenums, medikamentds-toxische Einfltisse, Dro-
gen und endogene metabolische Erkrankungen wie Hyperlipidamie, Hy-

percalcdmie und Hyperparathyreoidismus.

Unabhéngig von der jeweiligen Noxe ergibt sich fur die Induktion der
akuten Pankreatitis ein vergleichbarer Reaktionsverlauf. Trypsinogen
wird nach Eindringen in zytoplasmatische Vakuolen, in denen Ka-
thepsin B vorhanden ist, frihzeitig aktiviert und verursacht nach seiner
Ausschuttung ins Zytoplasma und Aktivierung der Proenzyme eine Au-
todigestion [87,137]. Auch die Bildung von Sauerstoffradikalen tragt zur
Entwicklung der akuten Pankreatitis bei [172]. Durch die Acinusschéadi-
gung werden proinflammatorische Zytokine wie TNFa, IL-1 und PAF
freigesetzt. Dies wirkt chemotaktisch auf Leukozyten, die an exprimierte
Adhéasionsmolektile des Endothels adhérieren, ins Gewebe migrieren
und damit die Sekretion weiterer Zytokine stimulieren. Es resultiert ei-
ne systemische Inflammation mit Fieber, Tachykardie und Hypotonie

[68]. Die entstehenden Pankreasnekrosen dienen aus dem Intesti-



naltrakt translozierenden Bakterien als Replikationsort. Die Bakterien
unterhalten die systemische Inflammation und tragen wesentlich zum

sekundaren Multiorganversagen bei [42].

Einer der zentralen Faktoren in der Pathogenese der schweren Ver-
laufsform der akuten Pankreatitis ist die gestorte pankeatische Mikro-
zirkulation. Sie bewirkt die Progredienz von der leichten, 6dematésen
hin zur schweren hadmorrhagischen Form der akuten Pankreatitis [8].
Diese ist trotz Ausschoépfung aller intensivmedizinischen MafSnahmen
mit einer Letalitdt von bis zu 40% behaftet [8,85,92,138,167]. Da die
initiale Proteasenaktivierung und Zytokinfreisetzung bereits zum Zeit-
punkt der klinischen Prasentation des Patienten irreversibel ist [72] und
die Mikrozirkulationsstérung unabhéngig von der Atiologie der Pankrea-
titis zur Progredienz der Erkrankung fiihrt, bietet die Aufrechterhaltung
der Mikrozirkulation des Pankreas eine interessante therapeutische Op-
tion in der Behandlung der schweren nekrotisierenden Pankreatitis

[168].

Eine zur Verbesserung der Mikrozirkulation geeignete therapeutische
Substanz soll die Blutrheologie verbessern und einen optimierten Sau-
erstofftransport auch in ischdmische Gewebsareale ermoéglichen. Die
ultragereinigte bovine Hamoglobinlésung HBOC-301 (Hemoglobin-Ba-
sed-Oxygen-Carrier; Oxyglobin® Biopure, USA) gewahrleistet durch Ver-
besserung der Rheologie und den plasmatischen Sauerstofftransport ei-
ne gesteigerte Oxygenierung von Gewebsarealen, deren zellularer Sau-
erstofftransport nahezu vollstdndig zum Erliegen gekommen ist. Dieser
Effekt der bovinen Hamoglobinlésung, auch minderperfundierte Ge-
websareale (95% Stenose) ausreichend zu oxygenieren wurde bereits in

umfangreichen GrofStierversuchsreihen nachgewiesen [69,153,153].



1.2 Fragestellung

Die Fragestellung zur geplanten Versuchsreihe lautet: Hat die Gabe von
HBOC-301 Oxyglobin™ positive Effekte auf den pankreatischen Ge-
webssauerstoffpartialdruck und die pankreatische Mikrozirkulation?
Lasst sich durch Therapie mit HBOC-301 Oxyglobin™ ein Uberlebens-
vorteil gegentiber einer Kontrollgruppe bei Versuchstieren mit akuter

Pankreatitis erreichen?

Wenn sich durch die Gabe von HBOC-301 Oxyglobin™ ein Uberlebens-
vorteil bei akuter Pankreatitis im Tiermodell nachweisen liefe, wiirde
dies die klinische Einfihrung der Substanz zur Therapie von Patienten
mit akuter Pankreatitis erheblich erleichtern. In Stdafrika ist HBOC-
201 bereits fur die Therapie perioperativer Andmie Erwachsener zuge-
lassen. HBOC-Lésungen sind von 2°C bis 30°C drei Jahre haltbar und
lassen sich wie jede andere Infusionlésung handhaben. Der Mehrauf-
wand neben der bereits etablierten Basistherapie der akuten Pankreati-
tis ist daher gering. Im Haupteffekt ergdbe sich ein Benefit durch eine
fir den Patienten wenig belastende und einfach durchzuftihrende The-

rapieoption.



2 Material und Methoden

2.1 Tierschutz

Die tierexperimentellen Untersuchungen dieser Versuchsreihe wurden
entsprechend dem ,Guide for the Care and Use of Laboratory Animals”
von 1996 des National Research Council, Institute of Laboratory Ani-
mal Resources, Comission on Life Science, durchgefihrt [118]. Die Ge-
nehmigung fir diese Versuche erfolgte durch die Behoérde flir Arbeit,
Gesundheit und Soziales der Freien und Hansestadt Hamburg (An-

tragsnummer 34 /03).

2.2 Versuchstiere

Fur die Untersuchung wurden 39 Schweine aus dem Deutschen Hy-
brid-Zuchtprogramm (Zichtungszentrale Deutsches Hybridschwein
GmbH) mit einem Koérpergewicht von 25-30 kg verwendet. Die Tiere
wurden artgerecht nach den Richtlinien des deutschen Tierschutzge-
setzes in Gruppen von bis zu finf Tieren in der Versuchstierhaltung
des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf gehalten und der Ge-
sundheitszustand der Tiere veterindrmedizinisch Uberwacht. Die Er-
ndhrung bestand aus einem ndhrstoff- und vitaminbilanziertem Futter
fir Schweine (Standarddi&dt fir Schweine, Versuchstierhaltung UKE).
Vor Versuchsbeginn wurde ein 36-stiindiges Fasten der Tiere bei freiem
Zugang zu Wasser und 20%iger Glukosel6sung bis zwolf Stunden vor
Operationsbeginn sichergestellt. Die Nuichternphase diente der Ver-
besserung der Praparationsbedingungen und gewéahrleistete standardi-

sierte Ausgangsbedingungen der Pankreasstimulation.



2.3 Anisthesie

Die Tiere wurden am Morgen des Versuchstages gewogen und der Pra-
medikation unterzogen. Diese erfolgte mittels intramuskularer Injektion
von 10mg/kg KG Ketamin (Ketanest®, Atarost GmbH, Twistingen),
4mg/kg KG Azaperon (Stresnil®, Janssen-Cilag, Neuss) und
0,015mg/kg KG Atropinsulfat (Atropin®, Braun, Melsung). Die Tiere
wurden in den Operationssaal iberfihrt. Dort wurden sie in Ruickenla-
ge fixiert (Abb. 1) und mit einem Sensor zur pulsoxymetrischen Mes-
sung der Sauerstoffsattigung (Marquette®, Milwaukee, USA) ausgestat-
tet. Wahrend des gesamten Versuchs wurde strikt auf die Einhaltung
der Normothermie von 38°C (+0,5°C) der Tiere geachtet. Hierzu wurden
Warmelampen, Warmedecken (Bair Hugger, Augustine Medical, Inc.,
Eden Prairie, USA, Stufe IV, 41°C) und angewarmte Infusionslésungen
verwendet sowie die Raumtemperatur bestandig auf ca. 30°C gehalten.
Ein vendser Zugang wurde durch das Legen einer Venenverweilkantle
(Vasofix 1,1mm, Braun, Melsung) am Ohr geschaffen. Nach der Prioxy-
genierung mit 100% Sauerstoff wurde die Narkose durch intravendse
Injektion von 0,5mg/kg KG Midazolam (Dormicum®, Hoffmann-
LaRoche, Genzach-Wyhlen) und 0,05 mg/kg KG Fentanyl (Fentanyl-
Janssen®, Janssen-Cilag, Neuss) sowie 1mg/kg KG Pantolax induziert.
Sodann wurde zum Zweck der mechanischen Ventilation (Romulus 800,
Dréager, Lubeck) die endotracheale Intubation (Tubusgréfie 6,0-7,0 Ch)
vorgenommen. Zur Aufrechterhaltung der Narkose wurde die Ventilati-
on mit Isofluran (Forene®, Abbott, Wiesbaden) bei einem MAC von 1-1,5
sowie die kontinuierliche i.v. Injektion mittels Prézisionsperfusor (Perfu-
sorSecua®, Braun, Melsungen) von 0,05mg/kgKG/h Fentanyl gewahr-
leistet. Hierbei wurden der FiO; konstant zwischen 0,3-0,4 und der en-
dexpiratorische pCO2 bei 38-40mmHg (Normocap CO2 Monitor, Datex,
Helsinki) gehalten. Zur Entlastung der oberen gastrointestinalen Ab-
schnitte wurde eine Magensonde gelegt. Nach Rasur der Hals- und

Bauchregion wurden EKG Elektroden und eine Nullelektrode fir die Di-



athermie angebracht. Es folgte die Hautdesinfektion mit gefarbtem Cu-

tasept® (Bodechemie, Hamburg).

Abb. 1: Anasthesie der Versuchstiere

2.4 HalsgefafBpriaparation

Nach steriler Abdeckung der Hals- und Bauchregion wurde ein 10cm
langer Hautschnitt entlang des rechten M. sternocleidomastoideus ge-
setzt. Das Platysma wurde durchtrennt und die Praparation und An-
schlingung der Vv. jugulares externa und interna sowie der A. carotis
communis vorgenommen. Die Arterie wurde zundchst kranial ligiert
und anschlieffend zwecks Einlage eines Arterienkatheters (Vygon Lea-
der Cath 18 G., 10cm, Braun, Melsungen) kantliert. Dieser wurde in
Seldinger Technik gelegt und an der GefafSwand fixiert. Daraufhin wur-
de die Vena jugularis interna fischmaulartig eingeschnitten und eine
Schleuse mit Ventil (8 F, Dispomedia, Hamburg) fiir die spatere Platzie-
rung eines Thermodilutionskatheters (7 F, 110cm, 4 LG, Baxter
Deutschland, Muinchen) vorgeschoben. Analog zur Vena jugularis in-

terna wurde die Vena jugularis externa eingeschnitten und ein Sheldon



Katheter (12 F, Certofix Trio, SB 1225, Braun, Melsung) sowie ein zen-
traler Venenkatheter (14 G. Cavafix Certo 335, Braun, Melsungen) ein-
gebracht (Abb. 2). Die Venen wurde kranial ligiert und die Katheter an
den jeweiligen GefafSiwanden fixiert. Sodann wurde die Arterie mit dem
Monitorsystem (Solar 7000, Maquette, Milwaukee, USA) konnektiert,
um neben der regelméafdiigen Blutentnahme zur Bestimmung arterieller
Blutgase (BGA) sowie laborchemischer Parameter auch eine kontinu-
ierliche Blutdruckmessung moéglich zu machen. Der Thermodilu-
tionskatheter wurde mittels Einschwemmtechnik platziert und ermog-
lichte tiber einen elektromechanischen Druckabnehmer eine online Re-
gistrierung des pulmonalarteriellen Mitteldrucks (PAP) und des zen-
tralvendsen Drucks (ZVD). Zu den jeweiligen Messpunkten erfolgte die
Registrierung des pulmonalarteriellen Okklusionsdruckes (PCWP). Aus
der Pulmonalarterie wurde zu den entsprechenden Messpunkten eine
gemischtvenése BGA entnommen. Die Bestimmung des Herzzeitvolu-
mens (CO) erfolgte nach der Thermodilutionsmethode. Aus vier Einzel-
messungen des CO mit 10 ml NaCl (4°C) am Ende der Inspiration wur-
de der Mittelwert des jeweiligen Messpunktes berechnet. Messwerte, die
mehr als 10% vom Mittelwert abwichen, wurden verworfen und wie-
derholt. Uber den Sheldon Katheter wurde die Volumensubstitution
mittels Ringer Infusionslésung (Boéhringer, Ingelheim) vorgenommen.
Dazu wurde der Volumenstatus der Tiere regelméfig anhand des
PCWP kontrolliert und dieser zwischen 8-12mmHg konstant gehalten.
und steril abgedeckt. Alle Drucksysteme wurden kontinuierlich mit
0,9% Kochsalzlésung perfundiert und vor jedem Messpunkt gegen ei-
nen Referenzwert (rechter Vorhof) auf O kalibriert. Nach der Fixierung
aller eingebrachten Katheter an der Haut mittels Naht wurde das

Wundgebiet gereinigt und die Haut provisorisch verschlossen.



Abb. 2: Praparation der HalsgefafSe

2.5 Laparotomie und Priparation

Unterhalb des zweiten Mamillenpaares wurde der Bauchraum durch ei-
ne quere Oberbauchlaparotomie erdéffnet. AnschlieBend wurde eine
Splenektomie zur Verhinderung von Blutpooling durchgefiihrt. Die Bla-
senvorderwand wurde durch eine Stichinzision erdffnet und ein Blasen-
katheter (16 Ch) eingebracht und mittels Tabaksbeutelnaht fixiert. Im
weiteren Verlauf wurden Duodenum und Pankreas aufgesucht sowie

der Ductus pancreaticus an der Miindung ins Duodenum freiprapariert.

In Pankreaskopf und Leber wurden zur Messung des Gewebssauerstoff-
partialdruckes (tpO2) Licox-Sonden (pO2 Mikrosonde, GmS, Kiel) mit
Hilfe von Enbucrilat Gewebekleber (Histoacryl®, Braun, Melsungen) fi-
xiert. Zwei weitere Sonden wurden zur intraabdominellen Temperatur-
messung Uber Venenverweilkanulen (Vasofix 1,1mm, Braun, Melsun-

gen) durch die Bauchwand vorgeschoben. Der freipréparierte Ductus



pancreaticus wurde fischmaulartig eingeschnitten, um die Kantulierung
mittels Venenverweilkantle (Vasofix 0,8mm, Braun, Melsungen) zu er-
moglichen. Zur abschliefSenden Vorbereitung auf den Messpunkt O
wurde die Fixierung von Duodenum und Pankreas auf einem Hakensys-
tem mittels Enbucrilat Gewebekleber zwecks spéterer Messung der
pankreatischen Mikrozirkulation vorgenommen und das Abdomen par-
tiell mit Klemmen provisorisch verschlossen, um den Fluissigkeitsverlust

ZU minimieren.

2.6 Gemessene und errechnete Parameter

Zu jedem Messpunkt wurden die folgenden gemessenen und errechne-

ten Parameter aufgenommen:

2.6.1 Hamodynamische Parameter
e Herzfrequenz (HF) (min!)
e Mittlerer arterieller Druck (MAP) (mmHg)
¢ Pulmonalarterieller Druck (PAP) (mmHg)
e Zentralvenéser Druck (ZVD) (mmHg)
e Pulmonalkapilldrer Verschlussdruck (PCWP) (mmHg)
e Cardiac Output (CO) (1/min)

Die hAmodynamischen Parameter wurden kontinuierlich mit Hilfe eines
Computerprogramms (Solar 2000 Data Logger Version 1.0) aufgezeich-

net.

2.6.2 Laborparameter

e Blutgasanalysen (arteriell, gemischtvends u. periphervends): pH,
pO2, pCO2, Basenuiberschuss [BE|, Standard-Bicarbonat [SB| mit-
tels ABL 505 (Radiometer, Copenhagen)



Hamatokrit [Hkt] nach 5 min Zentrifugation von arteriellem Blut

(Haemofuge A, Heraeus Sepatech, FRG)

Arterielles Gesamthédmoglobin [t-Hb| mittels OSM 3 (Radiometer,

Copenhagen)

Arterielles freies Hamoglobin [f-Hb] nach 5 min Zentrifugation
(Biofuge 17 RS, Heraeus Sepatech, FRG) im Serum mittels OSM
3 (Radiometer, Copenhagen)

Hb im Urin [u-Hb| mittels OSM 3 (Radiometer, Copenhagen)

Arterieller [CaO2] und gemischtvendser [CvOz] Sauerstoffgehalt

mittels OSM 3 (Radiometer, Copenhagen)

Elektrolyte: Natrium, Kalium, ionisiertes Calcium und Glucose

mittels ABL 505 (Radiometer, Copenhagen)
Arterielles Laktat mittels ABL 505 (Radiometer, Copenhagen)

Kolloidosmotischer Druck [KOD]| mittels Onkometer BMT 851
(Thomae, Biberach)

Plasmaviskositat [Vis] mittels Rheomat (Fresenius, Oberursel)

Temperatur (A. pulmonalis, Pankreas)

2.6.3 Errechnete Parameter

Cardiac Index (CI) = CO/Korperoberflache (I'min-!-m-2)
Systemischer GefafSwiderstand

(SVR )= Wx% (dyne-s-cm's)

Pulmonaler Gefafdiwiderstand

(PVR) = WXSO (dyne-s-cm™)

ArteriovenOse Sauerstoffdifferenz (avDO2) = CaOz — CvOq (ml-dl-?)
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e Sauerstoffangebot (DO2) = CO x CaOz (ml-min-?)
e Sauerstoffverbrauch (VO2) = CO x AvDO> (ml-min-!)

e Sauerstoffextraktion (ERO2) = VO2/DO2 (%)

2.7 Induktion der akuten Pankreatitis

Die akute Pankreatitis wurde durch die intraduktale Injektion von
0,4ml/kg KG Glykodeoxycholsaure (GDOC, 10mmol/l, pH 8, Sigma,
Steinheim) mittels Prazisionsperfusor (Braun, Melsungen) Uiber einen
Zeitraum von 10 Minuten bei einem maximalen Perfusionsdruck von
25mmHg induziert (Abb. 3). Zur pankreatischen Hyperstimulation wur-
de zur gleichen Zeit die Injektion von Sug/kg KG/h Cerulein (Takus®,
Pharmacia & Upjohn, Erlangen) Uber eine Stunde gestartet. Entspre-
chend dem von der Arbeitsgruppe um Schmidt [139] evaluierten

Pankreatitismodell definierte die Injektion der Gallensdure und des Ce-

ruleins den Anfang der Pankreatitis.

$ '

Abb. 3: Kantlierung des Pankreas zur Induktion der akuten Pankreatitis
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2.8 Randomisierung und Gruppenaufteilung

Nach einer Aquilibrierungsphase von 15 Minuten nach vollstindiger In-
fusion des GDOC erfolgte der Messpunkt 1. Im Anschluss wurde die im
Pankreasgang befindliche Kantile entfernt und der Defekt verschlossen.
Nach weiteren 60 Minuten wurde der Messpunkt 2 durchgefihrt.

Nach Abschluss des Messpunktes 2 erfolgte die PC-gesteuerte Rando-
misierung und Gruppenzuteilung der Tiere. Die 39 Tiere wurden drei
Versuchsgruppen mit 13 Tieren nach einer computergenerierten Ran-

domisierungsliste (SPSS 11.0/ SPSS Inc., Chicago, IL, USA) zugeteilt.

Gruppe Anzahl Therapieform

1 13 HBOC und HES
2 13 HES

3 13 Ringer

2.9 Therapiebeginn

Die Tiere der Gruppe 1 erhielten nach dem Messpunkt 2 eine Infusion
von HBOC-301 Oxyglobin™ bis zu einem Anstieg an freiem Hamoglobin
im Plasma auf 0,6 g dl'! (Kontrolle mittels Blutgasanalyse, ABL 725,
Radiometer, Kopenhagen). Die applizierte Menge von HBOC-301

Oxyglobin™ berechnete sich nach folgender Formel:
e HBOC-301 Oxyglobin™ (ml) = Kérpergewicht x 0,6/0,13 [99].

Zur Volumensubstitution wurde 10% HES 200.000/ 0,5 (HES-steril
Fresenius, Bad Homburg) unter Konstanthaltung des PCWP (10mmHg)

verwendet.

Die Tiere der Gruppe 2 wurden von Messpunkt 2-8 durch kontinuierli-

che Infusion von 10% HES 200.000/ 0,5 vor einem Flussigkeitsdefizit

12



geschutzt, unter Konstanthaltung des PCWP (10mmHg). Wenn trotz ei-
nes addquaten Volumenstatus bei einem PCWP von 10mmHg der mitt-
lere arterielle Druck unter 75mmHg sank, wurde dieser zuséatzlich
durch die Applikation von Noradrenalin (Arterenol® Aventis, Frankfurt
am Main) via Perfusor (PerfusorSecua® Braun, Melsungen) uber

75mmHg angehoben.

Bei den Tieren der Gruppe 3 wurden die anfallenden Flussigkeitsverlus-
te Uber die gesamte Versuchsdauer mit Infusion von Ringer-Lésung bei

Konstanthaltung des PCWP kompensiert.

2.9.1 HBOC-301 Oxyglobin™

Bei der in diesem Versuch eingesetzten Substanz handelte es sich um
die zellfreie ultragereinigte Hdmoglobinl6sung boviner Herkunft HBOC-
301 Oxyglobin™ (Biopure, Cambridge, MA, USA) [71]. Das verwendete
Produkt, das frei erhaltlich ist, hat eine veterindrmedizinische Zulas-
sung als Blutersatz bei Tieren. Die Herstellung von HBOC-301 Oxyglo-
bin™ erfolgt, indem bovine Erythrozyten lysiert, filtriert und chroma-
tographisch aufgetrennt werden. Das Hamoglobin wird mit
Glutaraldehyd polymerisiert, wodurch Ketten aus durchschnittlich 15
Tetrameren entstehen. Die Losung ist ultragereinigt, steril und endoto-
xinfrei und besitzt die in Tab. 1 dargestellte Zusammensetzung. Es un-
terscheidet sich in seiner Zusammensetzung nur durch einen hdéheren
kolloidosmotischen Druck von dem in klinischen Phase-II/III-Studien
beim Menschen eingesetzten Hemopure™ des gleichen Herstellers. Als
Blutersatz bei Erwachsenen mit perioperativer Andmie besitzt Hemo-
pure™ in Stidafrika seit 2001 als einziger HBOC eine Zulassung.

Im Gegensatz zu Hamoglobinen anderer Spezies unterscheidet sich das
bovine Hamoglobinmoleklil von humanem Hamoglobinmolekil nur in

17 Aminosduren der Alpha-Kette und in 24 Aminosduren der Beta-Kette
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[160]. Die geringe Antigentitdt des bovinen Hamoglobins beim Men-
schen kann dadurch erklédrt werden, dass die zum humanen Hamoglo-
bin differenten Aminosauren eher im Inneren des Hamoglobinmolektils
lokalisiert sind, wahrend die nach aufien weisenden Aminosduren, die
Uberwiegend die Antigene présentieren, beim bovinen und humanen
Hamoglobinmolektl fast identisch sind [60,61,160]. Von wesentlicher
Bedeutung ist der Unterschied in der Beta-Kette des Hamoglobinmole-
kuls, die beim Rind um eine Aminos&dure kurzer ist als beim Menschen.
Diese Verkuirzung verdndert die Abhangigkeit der Sauerstoffaffinitat des
Hamoglobins von der Konzentration an 2,3-Diphosphoglycerat (2,3-
DPG) [5]. Die Sauerstoffaffinitit des HBOC wird infolge der verkurzten
Beta-Kette hauptséchlich durch Chlorid und nicht wie beim Menschen
durch 2,3-DPG reguliert [107]. Die hohe Konzentration an Chloridionen
im menschlichen Blut bewirkt, dass die Sauerstoffaffinitdt von HBOC-
301 Oxyglobin™ mit einem Pso von 36mmHg im Vergleich zum Men-
schen deutlich erniedrigt und so die Sauerstoffabgabe in das Gewebe
erleichtert ist [162]. Zusatzlich ist der Bohr-Effekt unter Therapie mit
HBOC besonders ausgepragt, so dass insbesondere bei azidotischen
Verhéaltnissen leichter Sauerstoff abgegeben werden kann.

Bei HBOC-301 Oxyglobin™ handelt es sich um ein Pradparat mit einem
niedrigen Anteil an Polymeren mit einem Molekulargewicht von weniger
als 32.000 Da, so dass nahezu keine renale Ausscheidung erfolgt. Da-
her ist die intravasale Halbwertszeit gegentiber friiher eingesetzten nie-
dermolekularen Lésungen verlangert und betragt laut Herstelleranga-
ben 30 bis 40 Stunden. Die Ausscheidung von HBOC-301 Oxyglobin™
erfolgt linear nach einer Elimination erster Ordnung [70,162]. Gleich-
zeitig wird dadurch der kolloidosmotische Druck auf einem dem huma-
nen Plasma entsprechenden Niveau gehalten, da die Anzahl der osmo-
tisch wirksamen Teilchen begrenzt ist.

Zur Qualitatskontrolle wurde der Beutel direkt vor Verwendung der Lo-
sung am Versuchstier auf Beschadigung kontrolliert (Abb. 4), und es

wurde die Methdmoglobinkonzentration gemessen (OSM 3, Radiometer,
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Kopenhagen), um eine stattgefundener Oxidation der Hadmoglobinmole-
kule mit konsekutiver Bildung von Methdmoglobin auszuschliefSen. Bei
einem Wert > 5% ware die Losung verworfen worden. Dieser Wert wur-

de jedoch im Rahmen der Versuchsreihe bei keinem Beutel erreicht.

Parameter HBOC-301 (Oxyglobin™)
Hamoglobin (g/dl) 13,0+ 1,0
Meth&moglobin (%) <3
Oxyhéamoglobin (%) <5
P50 (mmHg) 36
Natrium (mmol/I) 145 -160
Kalium (mmol/]) 3,5-5,5
Chlorid (mmol/]) 105 -120
Calcium (mmol/]) 0,5-1,5
KOD (mmHg) 17
Viskositat 37° (mPa x s) 1,3
pH 7,6-7,9
Osmolaritat (mosm/kg) 290 - 310
Endotoxin (EU/ml) < 0,05
Phospholipid (nM) <3

Sterilitat

kein Koloniewachstum

Polymerisiertes Hamoglobin

MGW>500 000 (%) <15

MGW~65 000 (%) <10

MGW<32 000 (%) <5
Freies Glutaraldehyd (ug/ml) < 3,5
Partikel (Partikel/ml)

> 10u <50

> 25u <5

Tab. 1: Spezifitdt der in den Versuchen verwendeten H&moglobinlésung HBOC-

301 Oxyglobin™ entsprechend den Herstellerangaben

15




oxyGLO,BIN [
eges o M0 b ™

Abb. 4: HBOC-301 Oxyglobin™

2.9.2 HES

Es kam eine 10% HES-Lésung mit einem Substitutionsgrad von 0,5
und einem mittlerem Molekulargewicht von 200.000 Dalton zum Ein-
satz, die mit einer dem HBOC-301 Oxyglobin™ vergleichbar langen
Halbwertszeit und dhnlichen rheologischen Eigenschaften ausgestattet

ist.

2.10 Messpunkte 3-8
60 Minuten nach dem Messpunkt 2 wurde der Messpunkt 3 durchge-

fahrt. Von jetzt an folgten die Messpunkte 4-8 in stiindlichen Abstan-

den.
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2.11 Messung der Makrozirkulation

Um signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen erfassen zu kén-
nen, wurden als Parameter flir die Makrozirkulation zu jedem Mess-

punkt HF, MAP, PAP und SVR aufgenommen.

2.12 Messung des Gewebssauerstoffpartialdrucks (tpO2z)

Die tpO2 Messungen wurden mit den in Pankreaskopf und Leber fixier-
ten elektrochemischen flexiblen Licox Siliconkathetern (Licox Medical
Systems, GMS, Kiel) durchgeftihrt. Die tpO2-Sonde ermittelte den Ge-
webssauerstoffpartialdruck im Pankreasgewebe nach dem pola-
rographischen Messprinzip nahe der Spitze der Sonde in einem zylindri-
schen Gewebeareal, welches sich konzentrisch um die Langsachse des
Mikrokatheters befand, in einem Abstand von 1mm. Das polarographi-
sche Messprinzip beruht auf der Reduktion aller zur Kathode diffundie-
renden Sauerstoffmolektile nach Anlegen einer Polarisationsspannung
(Abb. 5) Die Reduktion fihrt im alkalischen bzw. neutralen Milieu dazu,
dass der pO2 im Bereich der Kathode nach Anlage einer geeigneten Po-
larisationsspannung gleich Null ist und der Reduktionsstrom folglich al-
lein von der Menge des nachdiffundierenden Sauerstoffs bestimmt wird.
Somit ist bei konstanten Diffusionsbedingungen der gemessene Reduk-
tionsstrom proportional der Sauerstoffmolektiilkonzentration bzw. dem
Sauerstoffpartialdruck. Die Genauigkeit der Messungen des tpOz mit
den verwendeten Sonden wurde intensiv durch den Hersteller und in
verschiedenen in vitro und in vivo Untersuchungen belegt
[10,88,97,106,162]. Die in diesem Versuch verwendete Sonde war
300mm lang, mit einem Smm langem O»z-sensiblem Bereich (Abb. 6).
Uber einen Zeitraum von 10 min wurden zu jedem Messpunkt 120 Ein-
zelmessungen erfasst (alle 5 Sekunden eine Messung) und Uber eine se-

rielle Schnittstelle vom Licox Monitor in einen angeschlossenen Compu-
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ter direkt Uibertragen. Die benutzte Version des Licox Systems eruibrigte
eine Kalibrierung des Gerétes, da die Messkatheter bereits vom Herstel-
ler geeicht waren und die Eichwerte Uiber eine spezielle Chipkarte dem
Monitor fur jeden eingesetzten Katheter wihrend der Messung separat

mitgeteilt wurden.

1 PE Schlauch,
Diffusionsmenbran

e Hnl l;’
\

?@ Strommessung
\

‘—
700 mV Batterie

2 polarographische
Gold-Kathode

3 polarographische
Anode

4 Innenraum mit
Elektrolytfullung

5 Gewebe <2

Abb. 5: Polarographisches Prinzip zur Messung des tpO2

. | o

Abb. 6: Sauerstoffsensible Licox-Sonden
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2.13 Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus

39 Versuchstiere
Pramedikation und Narkose (ca. 20 min.)

Praparation

Halsgefafspraparation (ca. 15 min.)

Laparotomie (ca. 20 min.)
Splenektomie, Blasenkatheterisierung, Mobilisierung
und Kantlierung des Pankreas

Messpunkt O

Induktion der akuten Pankreatitis

Messpunkte 1 und 2

Randomisierung und Gruppenaufteilung
Gruppe 1: HBOC-301 + HES, Gruppe 2: HES, Gruppe 3: Ringer

Therapiebeginn

Messpunkte 3-8

Ausleitung, Analgesie, Uberwachung (1. - 6. postoperativer Tag)

Totung und Sektion am 6. postoperativen Tag
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Nach Beendigung des Messpunktes 8 wurden der ZVK an der dorsalen
rechten Halsseite getunnelt ausgeleitet, die anderen Katheter entfernt,
die GefafSe ligiert und die Halswunde verschlossen. Die Licox-Sonden
wurden entfernt, das Duodenum vom Hakensystem gel6st und in den
Bauchraum verbracht. Der Blasenkatheter wurde gezogen und der Ge-
websdefekt mittels Einzelknopfndhten verschlossen. Nach ausgiebiger
Spulung des Abdomens mittels angewarmter physiologischer Kochsalz-
l6sung wurde der Bauchraum schichtweise verschlossen. Nach der
Hautnaht und Aufbringung von Spriuhpflasterverbdnden (Beiersdorf,
Hamburg) an Hals und Abdomen wurde die Narkose ausgeleitet und die
Tiere bei suffizienter Spontanatmung sowie beginnenden Abwehrbe-
wegungen extubiert. Nach Analgesie mit 22 mg Piritramid (Dipidolor®,
Janssen-Cilag, Neuss) wurden die Tiere in den vorgewarmten Stall ge-
bracht. Sie erhielten freien Zugang zu Wasser und ab dem 2. postopera-
tiven Tag Ferkel-Aufzuchtfutter (UNA-HAKRA, Hamburg). Die Analgesie
wurde nach Bedarf mit 22 mg Piritramid alle 6 Stunden durchgeftihrt.
Die Tiere wurden viermal téglich visitiert, einmal t&glich erfolgte eine
Blutentnahme aus dem ZVK. Einmal téglich wurden das Befinden und
die Aktivitat des Tieres qualitativ bewertet und die postoperative Uber-
lebenszeit der Versuchstiere in Stunden festgehalten. Die tiberlebenden
Tiere wurden am sechsten postoperativen Tag wie zur Narkose pra-
mediziert und mittels T61 ad us. vet. (Intervet, UnterschleifSheim) get6-
tet. Bei starker Verschlechterung des Allgemeinzustandes eines Tieres
wurden die Pramedikation und Sakrifizierung im Rahmen der Visite

schon vor Ablauf der sechs postoperativen Tage durchgefiihrt.

2.14 Fallzahlberechnung und statistische Methoden

Die statistische Auswertung erfolgte computergestiitzt mittels SPSS
11.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Als primérer Endpunkt wurde die

Uberlebensrate und als sekundéarer Endpunkt die Gewebsoxygenierung

des Pankreas definiert. Da Uberlebensstudien zur Mortalitdt am Tier-
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modell mit schwerer akuter Pankreatitis nicht existieren, wurde die
Fahlzahl mit Hilfe des zu erwartenden Therapieeffektes auf den Anstieg
des tpO2 im Pankreas 75 Minuten nach Induktion der akuten Pankrea-
titis berechnet. Es wurde ein Anstieg des tpO2 um 25% in den Gruppen
mit HBOC-301 Oxyglobin™ Therapie im Vergleich zu den HES- bzw.
Ringer-Gruppen angenommen. Hieraus ergab sich bei einer Irrtums-
wahrscheinlichkeit von 5% (a-Fehler), einem B-Fehler von 20% (bei ei-
ner Power von 80%) eine Anzahl von 12 Tieren pro Gruppe, die kom-
plett den Versuch durchlaufen mussten [37]. Fur die deskriptive
Analyse der parametrischen Daten dienten Mittelwert und Standard-
abweichung (SD). Ordinaldaten sind als Median und Spannweite ange-
geben. Die Normalverteilung wurde mit dem Kolmogorov-Smirnov Test
und Gruppenunterschiede mittels Kruskal-Wallis Test untersucht. Fuar
die Uberpriiffung der statistischen Signifikanz wurde der Mann-
Whitney-U Test fur nicht-normal verteilte Daten und der ungepaarte
Student-t-Test fir normal verteilte Daten verwendet. Bei wiederholten
Messungen wurden Gruppenunterschiede mit einer Varianzanalyse fir
wiederholte Messungen (ANOVA) untersucht. Fand sich ein Gruppen-
Effekt und keine Interaktion zwischen Zeit und Therapie (time by
treatment interaction test), wurde ein paarweiser post-hoc Test (Tu-
key’s HSD) angeschlossen, um Therapieunterschiede mittels Standard-
fehler (SE) und 95% Konfidenzintervall (CI) der Differenz zu beschrei-
ben. Das Signifikanzniveau wurde dabei auf p < 0,05 festgesetzt.
Wurden keine Gruppenunterschiede im Verlauf festgestellt, so kam der
Student-t-Test zur Anwendung, um Inter-Gruppeneffekte zu verschie-
denen Zeitpunkten zu beschreiben. Ein Signifikanzniveau wurde dabei
nicht festgesetzt. Bei einer positiven Interaktion ”time-by-treatment-
interaction test” wurde zusatzlich die Flache unter der Kurve berechnet
und mittels one-way ANOVA und post hoc Test (Tukey’s HSD) vergli-
chen. Das Signifikanzniveau wurde wiederum bei p < 0,05 festgesetzt.
Beginn der Berechnung der Flache unter der Kurve war der Messpunkt

2, unmittelbar vor Beginn der Therapie.
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3 Ergebnisse

Es waren keine Unterschiede zwischen den drei Gruppen in Bezug auf
die demographischen Daten (Alter, Gewicht), das Blutvolumen und die
Korperoberflache zu finden. Kérpertemperatur sowie die Dosis an An-
asthetika und Relaxantien waren den gesamten Versuch tiber konstant

und zeigten keine Differenz zwischen den Untersuchungsgruppen.
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3.1 Gewebssauerstoffpartialdruck (tpO2z) des Pankreas
(mmHg)
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Abb. 7: Gewebssauerstoffpartialdruck tiber den Beobachtungszeitraum (MPO: vor
Induktion der akuten Pankreatitis, MP1 und 2: nach Induktion der Pankreatitis,

MP3-8: 0,5-5,5 Stunden nach Therapie; Mittelwerte und SD); Angaben in mmHg

Flache unter der Kurve:

HBOC-301 Gruppe: 259,3 (SD 45,5) CI 228,7; 289,8
HES-Gruppe: 194,2 (SD 23,3) CI 179,5; 209,1
Ringer-Gruppe: 167,7 (SD 23,1) CI 153,1; 182,4

Die Varianzanalyse fUr wiederholte Messungen zeigte bezlglich der
tpO2-Messung im Pankreas einen Gruppeneffekt (repeated measure-
ments ANOVA p<0,001) und eine Zeit-Therapie Interaktion (p<0,001)
(Abb. 7). Zusatzlich wurde daher fur jedes Tier die Flache unter der
Kurve fir die Veranderung des tpO2 (mit dem Zeitpunkt der Randomi-
sierung (MP2) beginnend) berechnet. Hinsichtlich der Flache unter der
Kurve fanden sich signifikante Unterschiede zwischen den drei Gruppen
(ANOVA F-Test, p<0,001). Die anschliefSende post-hoc Analyse (Tukey’s
HSD) zeigte einen verbesserten tpO2 in der HBOC-301 Gruppe im Ver-
haltnis zur Ringer-Gruppe (mittlere Differenz 91,6 (SE 13,3); one-way
ANOVA p<0,001). Im Vergleich mit der HES-Gruppe fand sich ebenso
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ein erhohter tpO2 in der HBOC-301 Gruppe (mittlere Differenz 65,1 (SE
13,3); p<0,001). Die Unterschiede zwischen der HES und Ringer-

Gruppe waren nicht signifikant.
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3.2 Uberleben
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Abb. 8: Uberlebenszeit in Stunden bis zum Beobachtungsende nach 144 Std.
MW= SD; * p<0,05 vs Ringer. Die Zahlen in den Sdulen entsprechen der Anzahl

der uberlebenden Tiere Giber den Beobachtungszeitraum.

In der HBOC-301 Gruppe verstarb jeweils ein Tier am 2. bzw. 4. post-
operativen Tag, wahrend zwei Tiere am S. Tag verstarben, aber neun

Tiere den Beobachtungszeitraum Uberlebten.

In der HES-Gruppe Uberlebten sechs Tiere den Beobachtungszeitraum.
Ein Tier verstarb am 3. postoperativen Tag und jeweils zwei Tiere ver-
starben an den Tagen 1, 2 und 4 nach der Intervention. In der Ringer-
Gruppe uberlebten lediglich zwei Tiere den gesamten Beobachtungszeit-
raum. Drei Tiere verstarben am 1. postoperativen Tag, sieben Tiere am

2. und ein Tier am 4. postoperativen Tag (Abb. 8).

Die Tiere der HBOC-301 Gruppe Uberlebten im Mittel 121 Stunden (SD
29,3; CI 102, 139) nach Induktion der Pankreatitis. Die Versuchstiere
der HES-Gruppe verstarben im Mittel nach 93 Stunden (SD 49; CI 62,
124) und Tiere der Ringer-Gruppe Uberlebten im Mittel lediglich 57
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Stunden (SD 39; CI 32, 82). Hinsichtlich des Uberlebens fand sich ein
signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen (p<0,001; One-Way
ANOVA). Die anschlieffende post-hoc Analyse zeigte eine signifikante
mittlere Differenz von 64 Stunden (SE 16; CI 23; 104) zwischen der
HBOC-301 und der Ringer-Gruppe (p<0,001). Die mittlere Differenz
zwischen HBOC-301 und HES-Gruppe lag bei 27 Stunden (SE 16;
CI -12, 67), und war nicht signifikant (p=0,227). Zwischen den Tieren
der HES und der Ringer-Gruppe fand sich kein signifikanter Unter-
schied. (mittlere Differenz 36 Stunden (SE 16; CI -3,6, 76,5), (p=0,081).
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3.3. Hamodynamische Parameter

3.3.1 Herzfrequenz (HF)
(min-1)
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Abb. 9: Herzfrequenz Uber den Beobachtungszeitraum (MPO = vor Induktion der
akuten Pankreatitis, MP1 und 2: nach Induktion der Pankreatitis, MP3-8: 0,5-5,5

Stunden nach Therapie; Mittelwerte und SD); Angaben in min-!

Flache unter der Kurve:

HBOC-301 Gruppe: 492,2 (SD 80,3) CI 441,2; 543,2
HES-Gruppe: 492,2 (SD 80,3) CI 441,2; 543,2
Ringer-Gruppe: 447,7 (SD 68,3) CI 404,3; 491,07

Zwischen den Gruppen ergaben sich tiber den Beobachtungszeitraum
im Mittel keine signifikanten Unterschiede (repeated measurements
ANOVA) (Abb. 9).
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3.3.2 Mittlerer arterieller Druck (MAP)
(mmHg)
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Abb. 10: Mittlerer Arterieller Druck uber den Beobachtungszeitraum (MPO: vor
Induktion der akuten Pankreatitis, MP1 und 2: nach Induktion der Pankreatitis,

MP3-8: 0,5-5,5 Stunden nach Therapie; Mittelwerte und SD); Angaben in mmHg

Fldache unter der Kurve:

HBOC-301 Gruppe: 442,42 (SD 31,74 ) CI 421,4; 463,5
HES-Gruppe: 446,96 (SD 18,25) CI 434,8; 459,1
Ringer-Gruppe: 377,17 (SD 35,35) CI 353,7; 400,6

Durch die Varianzanalyse fir wiederholte Messungen konnte ein Grup-
peneffekt (repeated measurements ANOVA p<0,001) und eine Zeit-
Therapie Interaktion (p<0,001) detektiert werden (Abb. 10).

Zuséatzlich wurde daher fur jedes Tier die Flache unter der Kurve fir die
Verdnderung des MAP (mit dem Zeitpunkt der Randomisierung (MP 2)

beginnend) berechnet.
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Hinsichtlich der Flache unter der Kurve fanden sich signifikante Unter-
schiede zwischen den drei Gruppen (ANOVA F-Test, p<0,001).

Die anschliefSende post-hoc Analyse (Tukey’s HSD) zeigte einen erhoéh-
ten MAP in der HBOC-301 Gruppe im Verhéaltnis zur Ringer-Gruppe
(mittlere Differenz 65,3; (SE 12,5); one-way ANOVA p<0,001). Dieser Ef-
fekt war ebenfalls in der HES-Gruppe im Vergleich zu den Ringer Tieren
nachzuweisen (mittlere Differenz 69,8 (SE 12,5); p<0,001). Zwischen der
HBOC und HES-Gruppe gab es keine signifikanten Unterschiede.

Zu beachten ist, dass in der HES-Gruppe der MAP bei Werten unter
75mmHg trotz eines addquaten Volumenstatus ab dem Messpunkt 2
durch die Applikation von Noradrenalin Uiber 75mmHg gehalten wurde
(siehe auch Methodik). Die kumulativen Noradreanlindosen in der HES-
Gruppe betrugen in pg + SD: MP3 42,5+31, MP4 77,5£58, MPS 11779,
MP6170£102, MP7 224+126, MP8 275+147.
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3.3.3 Mittlerer pulmonalarterieller Druck (PAP)
(mmHg)
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Abb. 11: Mittlerer pulmonalarterieller Druck Utber den Beobachtungszeitraum
(MPO: vor Induktion der akuten Pankreatitis, MP1 und 2: nach Induktion der
Pankreatitis, MP3-8: 0,5-5,5 Stunden nach Therapie; Mittelwerte und SD); Anga-

ben in mmHg
Flache unter der Kurve:

HBOC-301 Gruppe: 123,4 (SD 10,4) CI 116,8; 130,0
HES-Gruppe: 111,4 (SD 9,7) CI 105,2; 117,6
Ringer-Gruppe: 104,9 (SD 11,9) C197,3; 112,4

Durch die Varianzanalyse flir wiederholte Messungen konnte ein Grup-
peneffekt (repeated measurements ANOVA p=0,001) und eine Zeit-
Therapie Interaktion (p<0,001) detektiert werden (Abb. 11).

Zusatzlich wurde daher fur jedes Tier die Flache unter der Kurve fir die
Veranderung des PAP (mit dem Zeitpunkt der Randomisierung (MP 2)
beginnend) berechnet. Hinsichtlich der Flache unter der Kurve fanden
sich signifikante Unterschiede zwischen den drei Gruppen (ANOVA F-
Test, p<0,001). Die anschliefSende post-hoc Analyse (Tukey’s HSD) zeig-
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te einen erhéhten PAP in der HBOC-Gruppe im Verhéltnis zur Ringer-
Gruppe (mittlere Differenz 18,5 (SE 4,38); one-way ANOVA p<0,001).
Zwischen der HBOC und der HES sowie zwischen der HES und der

Ringer-Gruppe ergaben sich keine signifikanten Unterschiede.
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3.3.4 Cardiac Output (CO)

(I-min-1)
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Abb. 12: Cardiac Output tber den Beobachtungszeitraum (MPO: vor Induktion der
akuten Pankreatitis, MP1 und 2: nach Induktion der Pankreatitis, MP3-8: 0,5-5,5

Stunden nach Therapie; Mittelwerte und SD); Angaben in 1 - min-!

Flache unter der Kurve:

HBOC-301 Gruppe: 23,4 (SD 4,7) CI 20,4; 26,4
HES-Gruppe: 28,7 (SD 4,5) CI 25,9; 31,6
Ringer-Gruppe: 20,8 (SD 2,7) CI 19,1; 22,6

Erneut konnte durch die Varianzanalyse fiir wiederholte Messungen ein
Gruppeneffekt (repeated measurements ANOVA p<0,001) und eine Zeit-
Therapie Interaktion (p<0,001) detektiert werden (Abb. 12). Zusatzlich
wurde daher fir jedes Tier die Flache unter der Kurve fir die Ver-
anderung des PAP (mit dem Zeitpunkt der Randomisierung (MP 2) be-
ginnend) berechnet. Hinsichtlich der Flache unter der Kurve fanden sich
signifikante Unterschiede zwischen den drei Gruppen (ANOVA F-Test,
p<0,001). Die anschliefSende post-hoc Analyse (Tukey’s HSD) zeigte einen
erhdohten CO in der HES-Gruppe im Verhéltnis zur HBOC-Gruppe und
Ringer-Gruppe (mittlere Differenz 5,4 (SE) 1,7 bzw. 7,9 (SE 1,7)) one-way
ANOVA p<0,001. Zwischen der HBOC und der Ringer-Gruppe ergaben

sich keine signifikanten Unterschiede.
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3.3.5 Cardiac Index (CI)
(I'min-1-m-2)
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Abb. 13: Cardiac Index Uiber den Beobachtungszeitraum (MPO: vor Induktion der
akuten Pankreatitis, MP1 und 2: nach Induktion der Pankreatitis, MP3-8: 0,5-5,5

Stunden nach Therapie; Mittelwerte und SD); Angaben in 1 min-! ‘m-2

Fldache unter der Kurve:

HBOC-301 Gruppe: 27,1 (SD 5,0) CI 23,9; 30,2
HES-Gruppe: 32,7 (SD 4,9) CI 29,6; 35,8
Ringer-Gruppe: 23,6 (SD 2,7) CI 21,9; 25,3

Durch die Varianzanalyse flir wiederholte Messungen konnte ein Grup-
peneffekt (repeated measurements ANOVA p<0,001) und eine Zeit-
Therapie Interaktion (p<0,001) detektiert werden (Abb. 13). Fur jedes Tier
wurde erneut die Fldche unter der Kurve fiir die Veranderung des CI (mit
dem Zeitpunkt der Randomisierung (MP 2) beginnend) berechnet. Hin-
sichtlich der Flache unter der Kurve fanden sich signifikante Unterschiede
zwischen den drei Gruppen (ANOVA F-Test, p<0,001). Die anschliefSende
post-hoc Analyse (Tukey’s HSD) zeigte einen erhdhten CI in der HES-
Gruppe im Verhaltnis zur HBOC-Gruppe und Ringer-Gruppe (mittlere Dif-
ferenz 5,7 (SE) 1,8 bzw. 9,1 (SE 1,8); one-way ANOVA, p<0,001. Zwischen
der HBOC und der Ringer-Gruppe ergaben sich keine signifikanten Un-

terschiede.
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3.3.6 Systemischer Widerstand (SVR)
(dyn-s-cm)
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Abb. 14: Systemischer Widerstand tiber den Beobachtungszeitraum (MPO: vor Induk-
tion der akuten Pankreatitis, MP1 und 2: nach Induktion der Pankreatitis, MP3-8: 0,5-
5,5 Stunden nach Therapie; Mittelwerte und SD); Angaben in dyn-s.cm->

Flache unter der Kurve:

HBOC-301 Gruppe: 8779,0 (SD 1562,3) CI 7786,4; 9771,7
HES-Gruppe: 7018,8 (SD 968,2) CI 6403,7; 7633,9
Ringer-Gruppe: 8263,8 (SD 1375,9) CI 7389,6; 9138,0

Erneut konnte durch die Varianzanalyse flir wiederholte Messungen ein
Gruppeneffekt (repeated measurements ANOVA p<0,001) und eine Zeit-
Therapie Interaktion (p<0,001) detektiert werden (Abb. 14). Zusatzlich
wurde daher fur jedes Tier die Flache unter der Kurve fir die Verdnde-
rung des systemischen Widerstandes (mit dem Zeitpunkt der Randomisie-
rung (MP 2) beginnend) berechnet. Hinsichtlich der Flache unter der Kur-
ve fanden sich signifikante Unterschiede zwischen den drei Gruppen
(ANOVA F-Test, p<0,001). Die anschlieffende post-hoc Analyse (Tukey’s
HSD) zeigte einen erhdéhten SVR in der HBOC-Gruppe im Verhéltnis zur
HES-Gruppe (mittlere Differenz 1760,3 (SE 541,2); one-way ANOVA
p=0,007). Zwischen der HBOC und der Ringer-Gruppe sowie zwischen

HES und Ringer-Gruppe ergaben sich keine signifikanten Unterschiede.
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3.3.7 Pulmonaler Widerstand (PVR)
(dyn-s-cm-d)
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Abb. 15: Pulmonaler Widerstand tiber den Beobachtungszeitraum (MPO: vor Indukti-
on der akuten Pankreatitis, MP1 und 2: nach Induktion der Pankreatitis, MP3-8: 0,5-
5,5 Stunden nach Therapie; Mittelwerte und SD); Angaben in dyn - s - cm->

Fliache unter der Kurve:

HBOC-301 Gruppe: 1265,4 (SD 172,6) CI 1155,7; 1375,1
HES-Gruppe: 851,6 (SD 170,6) CI 743,3; 960,0
Ringer-Gruppe: 1155,9 (SD 143,9) CI 1064,4; 1247,3

Es ergab sich fir den PVR durch die Varianzanalyse flir wiederholte Mes-
sungen ein Gruppeneffekt (repeated measurements ANOVA p<0,001) und
eine Zeit-Therapie Interaktion (p<0,001) (Abb. 15). Zusatzlich wurde daher
far jedes Tier die Flache unter der Kurve fiir die Veranderung des PVR (mit
dem Zeitpunkt der Randomisierung (MP 2) beginnend) berechnet. Hinsicht-
lich der AUC fanden sich signifikante Unterschiede zwischen den drei
Gruppen (ANOVA F-Test, p<0,001). Die anschlieffende post-hoc Analyse
(Tukey’s HSD) zeigte einen erhdéhten PVR in der HBOC-Gruppe im Verhalt-
nis zur HES-Gruppe (mittlere Differenz 413,8 (SE 66,5); one-way ANOVA
p<0,001). Zudem zeigte sich ein erhéhter PVR in der Ringer-Gruppe im
Verhaltnis zur HES-Gruppe (mittlere Differenz 304,3 (SE 66,5); one-way
ANOVA p<0,001). Zwischen der HBOC und der Ringer-Gruppe ergaben

sich keine signifikanten Unterschiede.

35



3.4 Sauerstofftransport

3.4.1 Arterieller Sauerstoffgehalt (CaO3)
(ml-dl-1)
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Abb. 16:Arterieller Sauerstoffgehalt iber den Beobachtungszeitraum (MPO: vor In-
duktion der akuten Pankreatitis, MP1 und 2: nach Induktion der Pankreatitis, MP3-
8: 0,5-5,5 Stunden nach Therapie; Mittelwerte und SD); Angaben in ml - dl-!

Fldache unter der Kurve:

HBOC-301 Gruppe: 80,0 (SD 7,1) CI 75,6; 84,5
HES-Gruppe: 76,9 (SD 8,3) CI 71,6; 82,2
Ringer-Gruppe: 84,6 (SD 9,0) CI 78,9; 90,3

Zwischen den Gruppen ergaben sich Uiber den Beobachtungszeitraum im
Mittel keine signifikanten Unterschiede (repeated measurements ANO-
VA)(Abb.16).
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3.4.2 Gemischtvenoser Sauerstoffgehalt (CvO2)
(ml-dl-l)
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Abb. 17:Gemischtvendser Sauerstoffgehalt tiber den Beobachtungszeitraum (MPO:
vor Induktion der akuten Pankreatitis, MP1 und 2: nach Induktion der Pankreatitis,

MP3-8: 0,5-5,5 Stunden nach Therapie; Mittelwerte und SD); Angaben in ml - dl-!

Flache unter der Kurve:

HBOC-301 Gruppe: 58,1 (SD 6,7) CI 53,9; 62,4
HES-Gruppe: 58,9 (SD 9,4) CI 52,9; 64,8
Ringer-Gruppe: 63,5 (SD 9,1) CI 57,7; 69,3

Zwischen den Gruppen ergaben sich tiber den Beobachtungszeitraum im

Mittel keine signifikanten Unterschiede (repeated measurements ANOVA)

(Abb. 17).
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3.4.3 Arteriovenose Sauerstoffdifferenz (avDO3)

(ml-dl-Y)
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Abb. 18:Arteriovendse Sauerstoffdifferenz tiber den Beobachtungszeitraum (MPO: vor
Induktion der akuten Pankreatitis, MP1 und 2: nach Induktion der Pankreatitis,

MP3-8: 0,5-5,5 Stunden nach Therapie; Mittelwerte und SD); Angaben in ml - dl-!

Fldache unter der Kurve:

HBOC-301 Gruppe: 21,9 (SD 4,8) CI 18,8; 24,9
HES-Gruppe: 18,0 (SD 3,7) CI 15,6; 20,4
Ringer-Gruppe: 21,0 (SD 4,4) CI 18,2; 23,8

Die Varianzanalyse flir wiederholte Messungen ergab einen Gruppenef-
fekt (repeated measurements ANOVA p<0,05) und eine Zeit-Therapie In-
teraktion (p<0,05) (Abb. 18) fir die AvDOs,. Zusatzlich wurde daher fir
jedes Tier die Flache unter der Kurve fir die Verdnderung der AvDOa
(mit dem Zeitpunkt der Randomisierung (MP 2) beginnend) berechnet.
Hinsichtlich der Fladche unter der Kurve fanden sich signifikante Unter-
schiede zwischen den drei Gruppen (ANOVA F-Test, p<0,001). Die an-
schliefSende post-hoc Analyse (Tukey’s HSD) zeigte einen erhéhte AvDO>
in der HBOC-Gruppe im Verhéaltnis zur Ringer-Gruppe (mittlere Differenz
0,487 (SE 0,188); one-way ANOVA p=0,037). Zudem zeigte sich eine er-
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héhte AvDO; in der Ringer-Gruppe im Verhéaltnis zur HES-Gruppe (mitt-
lere Differenz 0,621 (SE 0,1919); one-way ANOVA p<0,007).
Zwischen der HBOC und der HES-Gruppe ergaben sich keine signifikan-

ten Unterschiede.
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3.4.4 Sauerstoffangebot (DO>)
(ml-min-1)
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Abb. 19: Sauerstoffangebot iber den Beobachtungszeitraum (MPO: vor Induktion
der akuten Pankreatitis, MP1 und 2: nach Induktion der Pankreatitis, MP3-8: 0,5-

5,5 Stunden nach Therapie; Mittelwerte und SD); Angaben in ml - min-!

Flache unter der Kurve:

HBOC-301 Gruppe: 3123,6 (SD 727,7) CI 2661,3; 3586,0
HES-Gruppe: 3658,7 (SD 656,3) CI 3241,7; 4075,7
Ringer-Gruppe: 2932,4 (SD 537,2) CI 2591,1; 3273,8

Durch die Varianzanalyse flir wiederholte Messungen konnte ein Grup-
peneffekt (repeated measurements ANOVA p<0,001) und eine Zeit-
Therapie Interaktion (p<0,001) detektiert werden (Abb. 19). Zusétzlich
wurde daher fir jedes Tier die Flache unter der Kurve fir die Verande-
rung der DO (mit dem Zeitpunkt der Randomisierung (MP 2) beginnend)
berechnet. Hinsichtlich der Flache unter der Kurve fanden sich signifi-
kante Unterschiede zwischen den drei Gruppen (ANOVA F-Test,
p<0,001). Die anschliefSende post-hoc Analyse (Tukey’s HSD) zeigte einen
erhdohten DOz in der HES-Gruppe im Verhéaltnis zur Ringer-Gruppe (mitt-
lere Differenz 726,3 (SE 263,4); one-way ANOVA p<0,001). Zwischen der
HBOC und der Ringer-Gruppe sowie der HBOC und der HES-Gruppe er-

gaben sich keine signifikanten Unterschiede.
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3.4.5 Sauerstoffverbrauch (VO3)
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Abb. 20: Sauerstoffverbrauch tiber den Beobachtungszeitraum (MPO: vor Induktion
der Pankreatitis, MP1 und 2: nach Induktion der Pankreatitis, MP3-8: 0,5-5,5

Stunden nach Therapie; Mittelwerte und SD); Angaben in ml - min-!

Fldache unter der Kurve:

HBOC-301 Gruppe: 832,7 (SD 204) CI 702; 962
HES-Gruppe: 844,9 (SD 147) CI 751; 938
Ringer-Gruppe: 706,9 (SD 177) CI 593; 820

Zwischen den Gruppen ergaben sich Uiber den Beobachtungszeitraum im
Mittel keine signifikanten Unterschiede (repeated measurements ANOVA)
(Abb. 20).
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3.4.6 Sauerstoffextraktion (ERO2)
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Abb. 21: Sauerstoffextraktion tiber den Beobachtungszeitraum (MPO: vor Induktion
der akuten Pankreatitis, MP1 und 2: nach Induktion der Pankreatitis, MP3-8: 0,5-
5,5 Stunden nach Therapie; Mittelwerte und SD); Angaben als Quotient

Flache unter der Kurve:

HBOC-301 Gruppe: 1,6 (SD 0,3)CI 1,4; 1,9
HES-Gruppe: 1,4 (SD0,3)CI 1,2; 1,6
Ringer-Gruppe: 1,5(SD 0,3) CI 1,3; 1,7

Zwischen den Gruppen ergaben sich tiber den Beobachtungszeitraum im
Mittel keine signifikanten Unterschiede (repeated measurements ANOVA)

(Abb. 21).
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3.5 Blutgasanalysen

3.5.1 Hamoglobingehalt
(g-dl)
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Abb. 22:Hamoglobingehalt tiber den Beobachtungszeitraum (MPO: vor Induktion
der akuten Pankreatitis, MP1 und 2: nach Induktion der Pankreatitis, MP3-8: 0,5-
5,5 Stunden nach Therapie; Mittelwerte und SD); Angaben in g - dl-!

Flache unter der Kurve:

HBOC-301 Gruppe: 55,4 (SD 5,4) CI 52,0; 58,8
HES-Gruppe: 54,2 (SD 6,3) CI 50,2; 58,2
Ringer-Gruppe: 59,7 (SD 6,0) CI 55,9; 63,5

Zwischen den Gruppen ergaben sich Uiber den Beobachtungszeitraum im
Mittel keine signifikanten Unterschiede (repeated measurements ANOVA)
(Abb. 22).
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3.6 Laborchemische Parameter

3.6.1 Rheologie
Viskositat

(mPa-s)
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Abb. 23:Viskositat tiber den Beobachtungszeitraum (MPO: vor Induktion der aku-

ten Pankreatitis, MP1 und 2: nach Induktion der Pankreatitis, MP3-8: 0,5-5,5

Stunden nach Therapie; Mittelwerte und SD); Angaben in mPa - s

Flache unter der Kurve:

HBOC-301 Gruppe: 5,9 (SD 0,3) CI 5,7; 6,1
HES-Gruppe: 5,6 (SD 0,7) CI 5,2; 6,0
Ringer-Gruppe: 5,4 (SD 0,2) CI 5,2; 5,5

Zwischen den Gruppen ergaben sich tiber den Beobachtungszeitraum im
Mittel keine signifikanten Unterschiede (repeated measurements ANOVA)

(Abb. 23).
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Kolloidosmotischer Druck (KOD)
(mmHg)
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Abb. 24: Kolloidosmotischer Druck tiber den Beobachtungszeitraum (MPO: vor In-

duktion der akuten Pankreatitis, MP1 und 2: nach Induktion der Pankreatitis,

MP3-8: 0,5-5,5 Stunden nach Therapie; Mittelwerte und SD); Angaben in mmHg

Flache unter der Kurve:

HBOC-301 Gruppe: 91,4 (SD 7,4) CI 88,7; 96,1
HES-Gruppe: 95,4 (SD 11,3) CI 88,3; 102,3
Ringer-Gruppe: 63,8 (SD 63,8) CI 59,2; 68,5

Erneut konnte durch die Varianzanalyse fir wiederholte Messungen ein
Gruppeneffekt (repeated measurements ANOVA p<0,001) und eine Zeit-
Therapie Interaktion (p<0,001) detektiert werden (Abb. 24). Zusatzlich
wurde daher fir jedes Tier die Flache unter der Kurve fir die Verande-
rung des KOD (mit dem Zeitpunkt der Randomisierung (MP2) beginnend)
berechnet. Hinsichtlich der Flache unter der Kurve fanden sich signifi-
kante Unterschiede zwischen den drei Gruppen (ANOVA F-Test,
p<0,001). Die anschliefSende post-hoc Analyse (Tukey’s HSD) zeigte einen
erhéhten KOD in der HBOC-Gruppe und HES-Gruppe im Verhéaltnis zur
Ringer-Gruppe (mittlere Differenz 27,6 (SE 3,6) bzw. 31,6 (SE 3,6);one-
way ANOVA p<0,001). Zwischen der HBOC und der HES-Gruppe erga-

ben sich keine signifikanten Unterschiede.
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3.6.2 Elektrolyte

Fur die Konzentrationen der gemessen Elektrolyte Natrium, Kalium und
Calcium ergaben sich zwischen den Gruppen Uber den Beobachtungs-
zeitraum im Mittel keine signifikanten Unterschiede (repeated measure-

ments ANOVA).
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4 Diskussion

Im vorliegenden Versuch wurde der therapeutische Einfluss der Hamog-
lobinlésung HBOC-301 Oxyglobin™ auf die Gewebsoxygenierung des
Pankreas bei schwerer akuter Pankreatitis im Schweinemodell unter-
sucht. Hierzu wurde HBOC-301 Oxyglobin™ im Vergleich zu nicht sau-
erstofftransportierenden Infusionslésungen untersucht, und es wurde
Uberprift, ob sich in den verschiedenen Therapiegruppen in einem fest-

gelegten Nachuntersuchungszeitraum ein Uberlebensvorteil ergibt.

4.1 Methodenkritik

4.1.1 Pankreatitismodell

Zur Entstehung der akuten Pankreatitis existieren verschiedene Theo-
rien, auf denen die Modelle zur Erzeugung einer akuten Pankreatitis ba-
sieren. Der amerikanische Pathologe Opie stellte 1901, nachdem er bei
zwei Patienten einen die Offnung des Ductus pancreaticus verschliefien-
den Gallenstein vorgefunden hatte, die Theorie auf, dass durch ein
Ganghindernis der Ruickstau der Gallenwegsflissigkeit in das Pankreas-
gangsystem eine Pankreatitis auslésen kann [123]. Die Modelle von Sei-
del [142] und Pfeffer [129] basieren auf Versuchen, bei denen das Duo-
denum oberhalb und unterhalb der Miindung des Ductus pancreaticus
ligiert wurde und sich so der Reflux aus dem Duodenum als Ursache fir
die Aktivierung von Pankreasenzymen nachweisen lief3. Durch Injektion
von Wachskugeln in Pankreasarterien zeigte Pannum 1862, dass die ex-
perimentelle Auslosung einer akuten Pankreatitis durch die Unterbre-
chung der Blutzufuhr zum Pankreas moéglich ist [125]. Diese vaskuléare

Theorie wurde durch klinische Beobachtungen des Auftretens der aku-
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ten Pankreatitis nach Schock [165], Bypassoperation [34], Aortenaneu-
rysmaoperation [57] und arterieller Embolie [136] bestatigt.

Die experimentelle Erzeugung einer akuten Pankreatitis ist auf ver-
schiedenen Wegen moéglich. Hierzu wurden verschiedene Tiermodelle
entwickelt, welche das gemeinsame Ziel verfolgen, das Krankheitsbild
Pankreatitis zur Evaluierung von Therapiemafinahmen zu simulieren.

Die géngigsten Modelle werden hier kurz dargestellt.

1. Infusion von Natrium-Taurocholat in den Pankreasgang
Ein Modell stellt die Injektion von Natrium-Taurocholat intraductal
[94,135] dar. In Abhangigkeit von der verwendeten Dosis kommt die
pankreatische Mikrozirkulation friith und irreversibel zum Stillstand.
Die Verwendung dieses Modells erscheint bei der Fragestellung der
vorliegenden Arbeit zur moéglichen Verbesserung der Mikrozirkulation

nicht sinnvoll.

2. Cholin-defiziente Ethionin-supplementierte Diat
Auch durch diatetische Mafsinahmen (Cholin-defizientes Ethionin
Supplement) oder Zufuhr von Alkohol ist die Induktion einer akuten
Pankreatitis moglich [48,119]. Beide Verfahren sind sehr zeitaufwen-
dig. AufSerdem ist der Zeitpunkt der Intervention nur ungenau abzu-

schéatzen.

3. Hormonelle Hyperstimulation mittels Cerulein
Einen anderen Ansatz bietet die Hyperstimulation des Pankreas mit-
tels Cerulein [8,113]. Dabei wird das Pankreas nur wenig geschadigt.
Es kommt zur 6dematdsen Pankreatitis, an welcher die Tiere nur in
den seltensten Féllen versterben. Dies entspricht nicht der fiir den

Versuch notwendigen Induktion einer schweren akuten Pankreatitis.
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4. Gangverschluss des Ductus pancreaticus an der Miindung ins Du-
odenum
Durch Ligatur des Pankreasganges lasst sich die Pathophysiologie der
Steinpassage als Ausléser der akuten Pankreatitis simulieren [144].
Die Kombination von galligem Reflux, welcher das Gangepithel zer-
stért, verbunden mit einer gleichzeitigen pankreatischen Hyper-
stimulation, 16st eine schwere akute Pankreatitis aus [139,144]. Die-
ses Modell fand im vorliegenden Versuch Verwendung. Es erlaubt, die
Pankreatitis graduiert auszulésen, wobei der Zeitpunkt der Interven-
tion genau definierbar ist. Es lasst sich eine schwere akute Pankreati-
tis induzieren, ohne dass es bei Beginn der Therapie bereits zu einem
irreversiblen Zusammenbruch der Mikrozirkulation kommt. Die Er-
krankung ist schwer genug, dass die Tiere ohne Therapie versterben
und auch mit Behandlung eine relativ hohe Sterblichkeit aufweisen,

dass aber auch Tiere durch die Therapie tiberleben.

Die Injektion von chemischen Substanzen in das Pankreas fuhrt leicht
zu einer druckbedingten Schadigung der Gangepithelien, wenn der bei
der Injektion aufgebaute intraduktale Druck 20-30mmHg tberschreitet.
Die Folge dieses Barotraumas kann eine Totalnekrose des betroffenen
Areals sein, fur die in der Humanmedizin kein pathophysiologisches Kor-
relat besteht. Dieses Problem wurde in dieser Untersuchungsreihe durch

die Verwendung eines druckbegrenzten Prézisionsperfusors vermieden.

Die Evaluation neuer Therapieverfahren bei akuter Pankreatitis beim
Menschen ware aufgrund der geringen Inzidenz nur in Multicenterstu-
dien, idealerweise in kontrollierten randomisierten Therapiestudien mog-
lich. Neben dem grofSen organisatorischen und finanziellen Aufwand
kame es durch die Unterschiede der einzelnen Patienten in Geschlecht,
Alter, Gesundheitszustand und Schwere der Pankreatitis hinsichtlich der
Vergleichbarkeit zu grofSen Problemen. In Tierversuchen lasst sich bei

vergleichsweise geringen Kosten durch geeignete Selektion eine sehr gute
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Homogenitédt und Vergleichbarkeit erreichen. Es kann Uiber eine gréfsere
Anzahl von Individuen gleichen Alters (idealerweise aus demselben
Zuchtstamm) verfligt werden. Zudem kann das Experiment bei jedem
Tier unter den gleichen standardisierten Bedingungen durchgefiihrt und
zu einem definierten Zeitpunkt nach Krankheits- bzw. Therapiebeginn
beendet werden. Durch das oben beschriebene Pankreatitismodell mit
exakter Steuerbarkeit der Krankheitsschwere ist die Ubertragbarkeit und
Umsetzung experimenteller Forschungsergebnisse auf Patienten in der

Klinik durchaus gegeben [43].

4.1.2 Messmethoden

Die Versuchsreihe wurde an kardiopulmonal gesunden Tieren unter
standardisierten Bedingungen, also ohne Verdnderung von Beatmungs-
parametern durchgefihrt. Durch Konstanthaltung des Wedge-Drucks
(PCWP, Pulmonary Capillary Wedge Pressure) wurde die Aufrechterhal-
tung der intravasalen Isovoldmie gewahrleistet. Der PCWP beschreibt je-
nen Druck, welcher beim vortibergehenden Blocken der Pulmonalarterie
mittels eines Ballonkatheters (Swan-Ganz-Katheter) distal des geblock-
ten Ballons gemessen wird. Der Wedge-Druck entspricht dem Druck im
linken Vorhof des Herzens und beschreibt den aktuellen Volumenstatus
des Patienten. Wenn das linksventrikuldre enddiastolische Volumen zu-
nimmt, steigt auch der enddiastolische Druck, was sich durch Zunahme
des PCWP aufSert. Eine noch genauere Bestimmung des linksventrikuléa-
ren enddiastolischen Fullungsvolumens wéare mittels echokardiographi-
scher Darstellung moéglich gewesen. In Parallelvergleichen konnte jedoch
im Hunde- und Schweinemodell eine gute Korrelation des PCWP mit der
Hoéhe der intrakardialen Fullungsvolumina nachgewiesen werden
[46,54]. Da in der vorliegenden Versuchsreihe vor allem signifikante An-
derungen des Volumenstatus der Tiere vermieden werden sollten, wurde
weniger grofser Wert auf die Absolutwerte des PCWP als vielmehr auf die
relativen Anderungen des Parameters geachtet. Es kann also angenom-

men werden, dass sich mittels des PCWP in unserem Versuchsaufbau
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eine reprasentative Aussage Uber den intravasalen Volumenstatus tref-
fen lasst und der Wedge-Druck damit als Uberwachungsparameter der

Isovolamie geeignet ist.

4.1.3 Messung des Gewebssauerstoffpartialdrucks (tpO2)

Die Sauerstoffaufnahme aus dem Blut ins periphere Gewebe findet,
ebenso wie die Kohlendioxidabgabe, durch Diffusion statt. Der Sauerstoff
wird aus den intrakapillaren Erythrozyten in das umliegende Gewebe
und von dort weiter in die intrazellular liegenden Mitochondrien trans-
portiert. Die suffiziente Diffusion hdngt neben dem Herzzeitvolumen bzw.
Blutfluss zu den Organen und Geweben, der Sauerstoffbindungskapa-
zitat des Blutes und der lokalen kapillairen Durchblutung des Pankreas
auch von der Kapillardichte und der Differenz in der Sauerstoffkonzent-
ration zwischen dem Kapillarblut und den sauerstoffverbrauchenden Mi-
tochondrien in den umgebenden Gewebszellen ab. Eine Verringerung der
Sauerstoffnachlieferung fihrt zum Sauerstoffmangel im Gewebe und zu

einer Einschrankung des oxidativen Zellstoffwechsels.

Das bekannteste Modell zur Darstellung der Bedingungen des Gasaus-

tausches in den Geweben ist der von Krogh 1918 [90,91] beschriebene

Gewebszylinder (Abb. 25). Nach diesem Modell versorgt eine Kapillare

mit dem Radius R! einen sie umgebenden koaxialen Gewebszylinder mit

dem Radius R? (Krogh-Zylinder), wobei jede Einheit Kapillare/ Zylinder

unabhangig von allen anderen ist. Weitere Annahmen sind:

1. Die Kapillaren beginnen und enden parallel in der gleichen Ebene.

2. Die Kapillaren werden in der gleichen Richtung durchstrémt.

3. Der Sauerstoffpartialdruck nimmt entlang des Zylinders linear ab,
wenn die Kapillare von Plasma durchstromt wird.

4. Die axiale Diffusion ist vernachlassigbar.

5. Die Sauerstoffaufnahme und der Sauerstoffloslichkeitskoeffizient sol-

len im Kroghschen Gewebezylinder gleich sein.
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Wird die Kapillare von Blut durchstréomt, fallt die Sauerstoffsattigung
nicht linear, sondern entsprechend der Sauerstoffbindungskurve ab. Die
in das Gewebe transportierte Sauerstoffmenge ist proportional dem Sau-
erstoffpartialdruckabfall zwischen Kapillare und Zylinderwand. Hieraus
ergibt sich, dass die Sauerstoffversorgung der Gewebezellen umso
schlechter wird, je ndher sie am Ende der Kapillare liegen und je weiter
sie von der Kapillare entfernt sind. Zur Berechnung des Sauerstoffparti-

aldrucks kann die Krogh-Erlang-Gleichung herangezogen werden:

ApO2=AxR%2 /axD

ApO2 = Sauerstoffpartialdruckdifferenz

A = Gewebeatmung (ml/ 100g x min)

R2 = Zylinderradius

a = Loslichkeitskoeffizient (ml O2/ ml Atm)

D = Diffusionskoeffizient

Aus der Gleichung ergibt sich, dass die Sauerstoffpartialdruckdifferenz
ApOa., die fir den Transport der benétigten Sauerstoffmenge erforderlich
ist, linear von der Gewebeatmung A abhingt. Der Sauerstoffpartial-
druckabfall steigt bei einer Vergrofierung des Zylinderradius mit dem
Quadrat des Radius an, d.h. bei einer Verdopplung des Radius steigt die
ApO2 auf das Vierfache. Je grofder das Produkt aus Léslichkeitskoeffi-
zient a und Diffusionskoeffizient D ist, desto niedriger ist die fir den
Transport bendétigte Druckdifferenz ApO»2. Anders als im Modell verlaufen
die Kapillaren im Korper nicht gerade, der Sauerstoffverbrauch variiert
innerhalb der Gewebe, es ergibt sich daher eine weitaus komplexere Si-
tuation als im Krogh-Modell dargestellt. Zusammenfassend kann festge-
stellt werden, dass es wiéhrend des Sauerstofftransportes aus dem Blut
bis zu den sauerstoffverbrauchenden Zellorganellen zu einem Abfall des
Sauerstoffpartialdrucks von 150mmHg in der Inspirationsluft auf wenige

mmHg in den Mitochondrien kommt.
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Abb. 25 Kroghscher Zylinder

Durch die 1993 von der Firma GMS (Kiel) entwickelte polarographische
Licox Sauerstoffsonde ist es moglich, den Sauerstoffpartialdruck (tpOy)
als reprasentativen Parameter flir den Sauerstoffmetabolismus in einem
umschriebenen Gewebsareal zu messen [19,105]. Der Einzugsbereich ei-
ner Elektrode kann allerdings Sauerstoffpartialdruckfelder verschiedener
Versorgungsgebiete  umfassen. Weiterhin  variiert der  Sauer-
stoffpartialdruck physiologischerweise in einem Gewebeabschnitt stark,
so dass eine Interpretation keinesfalls auf Einzelmessungen beruhen
darf. Zur Beurteilung der Gewebsoxygenierung mussen die tpOz Werte

zu allen ermittelten Messpunkten miteinander verglichen werden.

Die geschichtliche Entwicklung der polarographischen Messung des Ge-
webesauerstoffdruckes wurde von Lubbers [103] ausfiihrlich dargestelit.
Die von Clark [18] beschriebene und von Kessler [82,83] weiterentwickel-
te Moglichkeit, die Messung mittels einer Oberflachenelektrode durchzu-
fihren, hat den Nachteil, dass der tpOz nicht in tieferen Zellschichten,

sondern nur an der Organoberfldche ermittelt wird. Der tpO2 oberflachli-
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cher und tiefer Gewebsschichten stimmt nur bedingt in den einzelnen
Organen Uberein [101,102]. Es musste also, um exakte Daten der tiefen
Gewebsschichten zu erhalten, eine Praparation bis in diese Areale vorge-
nommen werden. Dies wurde eine Traumatisierung mit eventueller
Nekrosenbildung des Gewebes nach sich ziehen, was die Genauigkeit der
Messung negativ beeinflussen kénnte. Im Gegensatz dazu ist mit den Li-
cox Siliconkathetern keine Prdparation der Organoberflache nétig. Auch
Fleckenstein stellte die Vorteile der Feinnadelsonde gegeniiber der O-
berflachelektrode [35,36] heraus. Hauttemperatur und Anderungen der
inspiratorischen Sauerstoffkonzentration beeinflussen die Messungen
der Feinnadelsonde in geringerem Mafse als die der Oberfldchenelektro-
de. Es lasst sich also festhalten, dass die Messung des tpO2 mit Hilfe der
Licox Sonde im Vergleich zu der Oberfladchenelektrode wesentlich weni-

ger empfindlich gegentiber Stérungen ist.

4.1.4 Messsubstanzen

Entwicklung von Himoglobinlosungen

Schon zu Beginn des 20. Jahrhunderts wurden die ersten H&dmoglobin-
l6sungen am Menschen getestet. 1949 brachte der Amerikaner William
Amberson den ersten prinzipiellen Nachweis einer effektiven Gewebsoxy-
genierung mit einer humanen Hamoglobinlésung bei schwerer Andmie
[3].

Die Infusion von ungereinigtem isoliertem Hamoglobin hat mehrere un-

erwunschte Effekte:

e Es erfolgt ein spontaner Zerfall des isolierten Hamoglobintetramers
aufderhalb des Erythrozyten in seine dimeren und monomeren Unter-
einheiten, was eine Verklirzung der intravasalen Halbwertszeit des
Hamoglobins auf weniger als 1,5 Stunden nach sich zieht. Die glome-

ruladre Filtration und Préazipitation von H&moglobindi- und -mono-
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meren in der Henle-Schleife resultiert in einer deutlichen Nephrotoxi-
zitat.

Bei Anwesenheit von freiem, insbesondere desoxygeniertem Ha&moglo-
bin kommt es zu einer gesteigerten Oxydierung des Eisenions im Ha-
moglobin von Fe2* zu Fe3*. Hamoglobin mit oxydiertem d.h. dreiwerti-
gem Eisen wird als Methamoglobin bezeichnet. Es kann keinen
Sauerstoff binden oder transportieren und fihrt aufSferdem zur Pro-
duktion unerwulnschter radikaler Sauerstoffspezies (Superoxidanio-
nen, Wasserstoffperoxid). Erwachsene besitzen das Enzym Metha-
moglobinreduktase, welches Methdmoglobin wieder zum Teil zu
Héamoglobin reduziert.

Die Sauerstoffaffinitdt von freiem Hamoglobin ist aufgrund der feh-
lenden regulatorischen Kontrolle durch 2,3-Diphosphoglyzerat (2,3-
DPG) deutlich erhoéht. 2,3-DPG wird bei der Glykolyse vor allem in
Erythrozyten gebildet. Es vermindert durch allosterische Wirkung die
Bindung von Sauerstoff an das Hadmoglobin. Extraerythrozytar ist nur
wenig 2,3-DPG vorhanden, es kommt zu einer Linksverschiebung der
Sauerstoffbindungskurve und damit zu einer erschwerten Abgabe von
Sauerstoff an das Gewebe. Der Pso (Sauerstoffpartialdruck, bei dem
50% des Hamoglobins mit Sauerstoff geséattigt sind) fallt bei freiem
Hamoglobin auf 12-15mmHg, wihrend er unter physiologischen Be-

dingungen 26-28mmHg betragt.

Hamoglobinmodifikationen

Durch verschiedene intra- und intermolekulare Modifikationen am iso-

lierten Hamoglobin konnten die unerwlnschten Wirkungen abge-

schwicht und die Sauerstofftransporteigenschaften des Hamoglobins

verbessert werden.

Kopplung der Molekuluntereinheiten aneinander: Intramolekulares
Crosslinking z.B. durch Diaspirin-Bindung zwischen beiden alpha-

Ketten des Hamoglobinmolekls.
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e Polymerisation zu Makromolektiilen: Intermolekulares Crosslinking
des Hamoglobins zu Einheiten von 10-15 Tetrameren durch Glutaral-
dehyd.

e Konjugation: chemische Bindung mehrerer Hamoglobinmolektiile an
Makromolektile wie Dextran oder Polyethylenglykol.

e EinfGigen des 2,3-DPG-Analogons Pyridoxal-5’-Phosphat (PLP)

e Verkapselung von zellfreiem Hamoglobin in Liposomen. Hierbei ist
das Hinzufligen von 2,3-DPG moglich, dadurch ist die Oxydation von
Hamoglobin zu Methdmoglobin verzégert und die Sauerstoffaffinitat

des Hamoglobins erniedrigt.

Ziel dieser Modifikationen ist eine reduzierte spontane Dissoziation des
Tetramers und damit verzégerte glomerulére Filtration, gesteigerte intra-
vasale Halbwertszeit und eine verringerte Nephrotoxizitdt. Des weiteren
soll die Sauerstoffaffinitdt in den Hdmoglobinmolektilen reduziert und so
die Sauerstoffabgabe ans Gewebe erleichtert werden. Durch Austausch
einzelner Aminosauren innerhalb der Proteinketten kann die Tertidr-
und Quartarstruktur des Molekuls so verdndert werden, dass die Bin-
dung von Stickstoffmonoxid unméglich wird [27]. Prinzipiell existieren
heute zwei verschiedene Gruppen von hemoglobin based oxygen carrier’

(HBOC): Die humanen und die bovinen Hadmoglobinlésungen.

Bovine Hamoglobinlosungen

Moderne HBOC sind durch Ultrapurifikation und spezielle Absorptions-
techniken (HPLC) frei von Erythrozytenmembranbestandteilen. Demzu-
folge liegt keine ABO-Antigenitat vor, es muss keine Austestung auf
Blutgruppenvertraglichkeit erfolgen. Polymerisierte HBOC scheinen eine
geringere Inzidenz von Nebenwirkungen zu haben als intramolekular
vernetzte Hamoglobinprédparate. In diesem Versuch kam die die ultrage-
reinigte, mit Glutaraldehyd polymerisierte bovine H&moglobinlésung

HBOC-301 (Oxyglobin™, Biopure Inc., Cambridge, Massachusetts, USA)
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zum Einsatz. HBOC-301 Oxyglobin™ ist nach wie vor die einzige zellfreie
Héamoglobinlésung, die eine Zulassung zur Behandlung der perioperati-
ven Anamie bei Erwachsenen hat (Stdafrika). Hadmoglobinlésungen bo-
vinen Ursprungs stellen eine viel versprechende Alternative zu humanen
und gentechnologisch gewonnenen Hamoglobinlésungen dar. HBOC-301
Oxyglobin™ ist frei von gravierenden toxischen Nebenwirkungen, die
intravasale Verweildauer betragt etwa 16 Stunden. Die Losung ist bei
Raumtemperatur ohne Wirkungsverlust tiber 2 Jahre haltbar. Die Her-
stellung von Hamoglobinlésungen auf Basis von Rinderh&moglobin hat
den Vorteil, dass der Pso (Sauerstoffpartialdruck, bei dem die Halfte des
Héamoglobins mit Sauerstoff gesattigt ist) &hnlich hoch wie bei humanem
intraerythrozytdrem Hamoglobin, dabei aber nahezu unabhéngig von der
2,3-DPG-Konzentration ist. Hierbei spielen Chloridionen die Hauptrolle
in der Regulation der Sauerstoffaffinitat. HBOC erweisen sich als hoch-
potente Sauerstofflieferanten durch erleichterte Sauerstofffreisetzung
aus HBOC selbst und eine erhéhte Sauerstoffextraktion aus benachbar-

ten Erythrozyten sowie durch plasmatischen Sauerstofftransport [58,59].

4.1.5 Statistik

Da es sich sowohl bei der Mikro- und Makrozirkulation als auch bei den
tpO2-Werten um Verlaufsparameter handelt, sind diese mit einer Vari-
anzanalyse fur wiederholte Messungen (ANOVA) zu vergleichen. Fand
sich dort kein Unterschied (p < 0,05) zwischen den Gruppen, so lag keine
Signifikanz vor. Allerdings fand sich im vorliegenden Versuch h&ufig der
Fall, dass sich ein signifikanter Gruppenunterschied nachweisen lief3,
wobei aber ein Zeit-Therapie-Effekt (time by treatment interaction test)
auftrat. Dieser Effekt tritt auf, wenn die einzelnen Gruppenverlaufe nicht
parallel zueinander sind. Analysiert man die Graphen dieser Parameter,
stellt man fest, dass sich die Gruppen im Verlauf offensichtlich deutlich

voneinander unterscheiden. Als Beschreibungsversuch wurde die Fldche
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unter der Kurve (area under the curve, AUC) gewdhlt, welche den Verlauf
einer Kurve charakterisieren kann und mit der derartige Unterschiede
statistisch herausgearbeitet werden kénnen. Hierbei kann die Zweidi-
mensionalitdt (Auspragung der Merkmale, zeitlicher Verlauf) zu einer
Dimension zusammengefasst werden. Dies ist aber nur dann sinnvoll,
wenn zwei Kurven nicht gegensinnig zueinander verlaufen. Lagen in ei-
ner Gruppe ansteigende Werte vor, wihrend die Werte der anderen
Gruppe abfielen, ware die Flidche unter der Kurve gleich grofs ist und
wurde damit falschlicherweise einen gleichen Kurvenverlauf suggerieren.
Dieser Fall trat allerdings bei keinem der Verlaufsparameter ein (siehe
Abbildungen). Nachteil der Beschreibung durch die AUC ist die einge-
schrankte klinische Interpretierbarkeit. So kann man kann zwar einen
Unterschied im Gewebesauerstoffpartialdruck z.B. von 20mmHg klinisch
einordnen, einen Unterschied der AUC des tpO2 von 60mmHg dagegen
nicht. Dieses ist allerdings auch nicht erforderlich, da es sich bei der
Versuchsreihe um experimentell erhobene Daten handelt und die be-
schriebenen Unterschiede am besten graphisch dargestellt werden koén-
nen. Die aus dem Tierexperiment erhobenen Daten bedurfen in jedem
Fall einer Anpassung, wenn sie mit humanmedizischen Werten vergli-

chen werden sollen.

4.2 Diskussion der Ergebnisse

4.2.1 Hamodynamik

Die Makrozirkulation wird durch Verdnderungen der Mikrozirkulation,
die durch die akute Pankreatitis hervorgerufen wurde, verdndert. So
kommt es nach Induktion der akuten Pankreatitis und der folgenden
Applikation von HBOC-301 Oxyglobin™ zu einer Erhéhung des arteriel-
len Mitteldruckes und des systemischen GefafSwiderstandes. Dement-

sprechend ist es eines der Ziele bei der Therapie der akuten Pankreatitis,
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die Makrozirkulation zu verbessern, um hierdurch die Mikrozirkulation
gunstig zu beeinflussen. Die mittleren arteriellen Driicke der HBOC- und
HES-Gruppen lagen signifikant tiber denen der Ringer-Gruppe. Aus der
Applikation von HBOC-301 Oxyglobin™ resultierte in unserer Untersu-
chung keine Reduktion des CO bzw. CI. Bei nahezu allen tierexperi-
mentellen Untersuchungen kam es entweder zu einer Erhéhung des
MAP oder des PAP bei konstantem CO [56,80,152,166] oder zu einer Re-
duktion des CO bei unverandertem MAP [33,132,158].

Die PCWP-gesteuerte Volumensubstitution erwies sich oft als schwierig,
da die Volumenaufnahme besonders der mit Ringer therapierten Tiere
betrachtlich war. Letzten Endes konnte jedoch in allen Gruppen durch
suffiziente Volumentherapie der Mitteldruck auf Werten von uber
SO0mmHg gehalten werden. Somit wurde ein isovoldmischer Zustand er-
reicht, der Uber die gesamte Versuchsdauer ein ausreichender Perfusi-
onsdruck der Organe aufrechterhalten werden konnte. Durch verschie-
dene Studien wurde belegt, dass H&moglobinlésungen den mittleren
arteriellen Blutdruck (MAP) um 30-80% steigern koénnen [16,,63,
77,158]. Der Reinheitsgrad und chemische Aufbau der Hamoglobinlé-
sung haben Einfluss auf die Intensitat der vasokonstriktorischen Reakti-
on [53,163]. Bei den HBOC-Losungen der ersten Generation kam es
durch Verunreinigung mit Endotoxinen zu einer Erh6hung des mittleren
arteriellen Drucks. Bei den inzwischen zur Verfigung stehenden, ultra-
hochgereinigten Losungen liegt dieser Effekt unter der Nachweisgrenze.
Die vasokonstriktorischen Effekte von HBOC-Lésungen werden auf die
direkte vasokonstriktorische Wirkung durch NO-scavenging, also eine
rasche Bindung des Vasodilatators NO an freies Hadmoglobin zurtickge-
fahrt [24,78]. Diese fihrt zu einem deutlich erhéhten Gefafdtonus der
grofSen Gefafse, zur Erhohung des systemischen GefdfSwiderstandes

(SVR) und damit zu gesteigertem mittlerem arteriellen Druck [166].
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Bei den Uberlegungen zur Himodynamik muss die untersuchte Tierspe-
zies mit ihren Eigenschaften mit einbezogen werden. In Versuchen an
Ratten wurden besonders deutliche vasokonstriktorische Verdnderungen
nachgewiesen [49,56,141], wahrend die Modifikation bei Hunden, Scha-
fen und Schweinen unter Anwendung von Hamoglobinlésungen als ge-
ringer beschrieben wurden [47,65,152,158,162]. Die Versuchsreihen
mussen zudem danach unterschieden werden, ob es sich um in vivo o-
der in vitro Experimente handelt. Die starksten vasokonstriktorischen
Effekte wurden bei in vitro Versuchen an isolierten Organen beobachtet
[116].

Eine systemische Vasokonstriktion bedeutet nicht unbedingt einen ver-
schlechterten regionalen Blutfluss in Organen und Geweben oder eine
reduzierte Mikrozirkulation. Gulati et. al fihrten Durchblutungsmes-
sungen an den einzelnen Organen von Ratten bei Verwendung von 0,4
g/kg Diaspirin-vernetztem Hamoglobin durch; hierbei war keine Veran-
derung der Leber- und Nierendurchblutung nachweisbar, wéhrend bei
Gabe einer unmodifizierten Hdmoglobinlésung die Perfusion der Organe
abnahm [56]. In unserer Versuchsreihe kam es trotz nachgewiesener Va-
sokonstriktion zu einer verbesserten Gewebsoxygenierung nach Gabe

von HBOC.

Die Steigerung des systemischen GefafSwiderstandes (SVR) durch HBOC
ist ebenfalls in verschiedenen Studien belegt worden [56,80,145,146].
Hess et al. untersuchten die Wirkung einer humanen Hamoglobinlésung
im Schweinemodell bei einer Hamorrhagie von 25 ml/kg KG und fanden
eine Verdoppelung des SVR im Vergleich zur Kolloid- und Ringer-Gruppe
[63]. Bei Patienten, die praoperativ HBOC erhielten, fanden Standl et. al
eine Steigerung des SVR um 42% [154]. Sharma et al. wiesen unter Ap-
plikation von 400 mg/kg KG der Hamoglobinl6sung DCLHb an Ratten
einen Anstieg des SVR um 45% nach [147].
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Zusatzlich zur dargestellten Erhéhung von MAP und SVR durch Applika-
tion von HBOC-301 Oxyglobin™ nach Induktion der akuten Pankreatitis
kam es zu einer Steigerung des pulmonalarteriellen Druckes (PAP) bzw.
des pulmonalen Widerstandes (PVR) als berechnetem Parameter. Dieser
steigernde Effekt von HBOC-301 auf den PAP ist mehrfach vorbeschrie-
ben [15] und beruht ebenfalls auf der NO-Bindungstherorie. Der PAP
stieg in der HES-Gruppe nach Noradrenalingabe aufgrund der Stimulati-
on von a-Rezeptoren. Die Argumentation, derzufolge die ausgeprégte va-
sokonstriktorische Wirkung von Noradrenalin einen zu ausgepréigten
alphaadrenergen Einfluss auch im Splanchnikusbereich und im Pankre-
as hat, wurde in neueren Untersuchungen nicht bestédtigt [111,112]. In
klinischen Studien an septischen Patienten konnte Uberwiegend ein
gunstiger Einfluss des Katecholamins auf die regionale Oxygenierung

nachgewiesen werden [108,133].

Der Vergleich der Makrohdmodynamik mit der pankreatischen Gewebso-
xygenierung zwischen den Gruppen mit und ohne HBOC Gabe zeigt,
dass trotz des normalen MAP in der HES-Gruppe mit Noradrenalingabe
ein erniedrigter Perfusionsdruck nicht die Ursache fir die unterschiedli-
chen tpO> Werte gewesen sein kann. Trotz gleicher Perfusionsdriicke im
Vergleich der HBOC-301 Oxyglobin™ und HES-Gruppe war der tpOo, wie
bereits oben dargestellt, in der HBOC-301 Gruppe deutlich verbessert.

Zusammenfassend wird in unserer Versuchsreihe angenommen, dass
nicht die Gabe von Noradrenalin in der HES-Gruppe den Unterschied
zur HBOC-301 Gruppe ausgemacht hat, sondern dass die pankreatische
Oxygenierung trotz der dargestellten vasokonstriktorischen Nebenwir-
kungen durch die erhohte Sauerstoffextraktionsrate des HBOC und den

plasmatischen Sauerstofftransport gesteigert wurde.
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4.2.2 Gewebsoxygenierung des Pankreas

Der Sauerstofftransport im Blut erfolgt unter Normalbedingungen vor-
wiegend durch die chemische Bindung von Sauerstoff an das Hamoglo-
bin in den Erythrozyten. Dabei bindet 1g Hamoglobin 1,36 ml Sauerstoff
(Hufner Zahl). Eine vernachlassigbar geringe Sauerstoffmenge wird phy-
sikalisch im Blut gel6st transportiert. Bei Atmung von Luft (1 bar, 21%
02, 78% N») betragt der gemessene arterielle Sauerstoffpartialdruck (pOg)
80-100mmHg. Die Sauerstoffversorgung erfolgt im Bereich der Gewebe
uber Diffusion und Konvektion aus den Kapillargefafsen, wobei die Diffu-
sionsstrecke fir Sauerstoff begrenzt ist und durch den Partialdruckgra-
dienten von der Kapillare zum Gewebe wesentlich mitbestimmt wird. Um
die Oxygenierung eines Gewebes sicher zu stellen, ist die Kapillardichte

im Normalfall dem Bedarf des Gewebes angepasst.

Der zentrale pathogenetische Schritt in der Entstehung einer nekrotisie-
renden Pankreatitis aus einer milden Form der Erkrankung ist die ge-
storte Mikrozirkulation des Pankreas mit einer damit einhergehenden
Verschlechterung der Gewebsoxygenierung. Durch die Beeintrachtigung
der Kapillaren, beispielsweise durch mechanische Schadigung wie durch
das beginnende Odem nach Induktion der akuten Pankreatitis, wird die
Mikrozirkulation gestort; es kommt zur Gewebshypoxie. Da die initiale
Proteasenaktivierung und Zytokinfreisetzung bereits zum Zeitpunkt der
klinischen Prasentation des Patienten irreversibel ist [72], stellt die Auf-
rechterhaltung der pankreatischen Gewebsoxygenierung eine therapeu-
tische Option in der Behandlung der schweren nekrotisierenden

Pankreatitis dar [168].

Ein vorteilhafter Effekt des HBOC-301 Oxyglobin™ liegt in der niedrige-
ren Sauerstoffaffinitdt des bovinen Hamoglobins (pS0 von 36mmHg) im
Vergleich zu zelluldrem humanem Hamoglobin (pSO von 26mmHg). Ver-
glichen mit humanem Hé&amoglobin ist die Sauerstoffbindungskurve des

HBOC-301 Oxyglobin™ nach rechts verschoben, was die leichtere Sauer-
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stoffabgabe in das sauerstoffdefiziente Gewebe in der Peripherie erklart.
Bei Patienten mit schwerer akuter Pankreatitis kénnte diese Tatsache
von grofier Bedeutung sein. Verschiedene tierexperimentelle Modelle
konnten bereits vorteilhafte Effekte bei Therapie mit HBOC nachweisen.
Beispielsweise konnte durch prophylaktische Applikation von HBOC-201
bei Hunden mit akuter Andmie (Hb 7,5 g dI'!) und 90%iger Stenose der
linken Koronararterie ein Abfall des myokardialen tpO2 verhindert und
die linksventrikuldre Kontraktilitdt im versorgungsabhingigen Myokard
erhalten werden [156]. Durch die Gabe von HBOC-301 Oxyglobin™ vor
koronarer Okklusion und anschlieffender Reperfusion bei Ratten wurde
das Ausmafd der histologischen Gewebsschidigung sowie die Inzidenz
schwerer Herzrhythmusstérungen signifikant reduziert [14]. Des weite-
ren konnten der hoéhere Sauerstoffdiffusionskoeffizient des HBOC im
Vergleich zu Blut [13] und die erhéhte Sauerstofffreisetzung aus E-
rythrozyten in Anwesenheit von HBOC [124] durch Studien belegt wer-
den. Fur HBOC konnte eine Oxygenierungspotenz von 3:1 im Vergleich
zu Warmblut und drei Wochen alten autologen Erythrozytenkonzentra-
ten (EK) errechnet werden [155,157]. Besonders extrem niedrige tPOo-
Werte wurden durch die Gabe von HBOC schneller und effektiver besei-

tigt als durch Erythrozytenkonzentrate.

Die im Rahmen der Pankreatitis auftretende Gewebsazidose fiihrt zu ei-
ner Linksverschiebung der Sauerstoffbindungskurve und erschwert so
die Uber 2-3-DPG regulierte Abgabe von Sauerstoff an das Gewebe. Die
Sauerstoffabgabe wird beim HBOC-301 Oxyglobin™ durch Chloridionen
gesteuert, die auch im azidotischen Gewebe genligend vorhanden sind.
Zusatzlich bewirkt HBOC-301 Oxyglobin™ einen starken Haldane- und
Bohr-Effekt im azidotischen Gewebe [158], der dazu fihrt, dass sich die
Gewebsoxygenierung, anders als durch Therapie mit humanem Hamo-
globin, deutlich verbessert lasst. HBOC-301 Oxyglobin™ verbessert die

Perfusion auf mikrozirkulatorischer Ebene.
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Die erhohte Sauerstoffextraktion in Anwesenheit von HBOC scheint ein
besonderes und charakteristisches Merkmal der modernen chemisch
modifizierten zellfreien Hamoglobinlésungen zu sein. Es gibt Hinweise
darauf, dass der vasokonstiktive Effekt durch HBOC, der an den grofden
Arterien und Arteriolen nachweisbar ist, an den kleineren Gefafien weni-
ger stark ausgepragt ist und keinen negativen Einfluss auf die Mikrozir-
kulation hat. Im Gegenteil scheint die Vasokonstriktion durch die erh6éh-
te Sauerstofffreisetzung aus HBOC und die damit erfolgende Ver-
besserung des fiir die Gewebsoxygenierung wichtigeren diffusiven Sauer-
stofftransports, mehr als ausgeglichen 2zu werden. HBOC-301
Oxyglobin™ bewirkt eine erhéhte Sauerstofffreisetzung ins Gewebe.
Schlechter perfundierte oder oxygenierte Gewebsareale scheinen mehr
durch die Gabe von HBOC zu profitieren als Gewebsbezirke mit besserer
Perfusion. Durch eine erhéhte Sauerstoffextraktion sowie den sogenann-
ten plasmatischen Sauerstofftransport ist die Verbesserung der postste-
notischen Gewebsoxygenierung méglich [69]. Dies bedeutet, dass HBOC
den Sauerstoff wie eine Art Shuttle von verbleibenden Erythrozyten auf-
nimmt und ihn ans Gewebe weitergibt. Sauerstoff wird vom Erythrozyten
uber die HBOC-301 Oxyglobin™ Molektile in das Gewebe transportiert.
Nach einer Studie von Federspiel scheint es, dass freies, plasmatisch ge-
l6stes Hamoglobin die Sauerstoffabgabe an das Gewebe durch funktio-
nelle Verkleinerung des Intrakapillarraumes steigert und so die Sauer-
stoffdiffusion zwischen Erythrozyten und Endothel zusatzlich erleichtert
[32]. Eine Veranschaulichung des plasmatischen Sauerstofftransports
bietet (Abb. 26). Eine Verminderung der Durchblutung durch édematdse
Schwellung des Gefafiendothels geht mit einer Einengung des GefafSlu-
mens einher, was im Rahmen der akuten Pankreatitis zu einer Ver-
schlechterung der pankreatischen Mikrozirkulation fihrt. Das verengte
GefafSlumen kann ab einem bestimmten Innendurchmesser nicht mehr
von Erythrozyten, deren Durchmesser bei etwa 7,5 um liegt, passiert
werden. Der Durchmesser eines Hamoglobintetramers liegt bei weniger

als 10 nm, so dass diese Molektile auch maximal eingeengte Gefafse noch
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durchstrémen koénnen, solange ein Plasmafluss vorhanden ist. Durch
diesen plasmatischen Sauerstofftransport kénnen Gewebsareale oxyge-
niert werden, die von Erythrozyten gar nicht mehr durchflossen werden
kéonnen. Die Abb. 26 zeigt einen Querschnitt durch ein Nierengefaf3, in
dem zwei Erythrozyten dargestellt sind, die von plasmatisch geldsten
Héamoglobinmolekiillen umgeben sind. In diesem Gefafsabschnitt erleich-
tert HBOC-301 Oxyglobin™ die Sauerstoffabgabe durch sogenanntes
Sauerstoff-Bridging. Da die Hamoglobinlésungen die Kapillaren homogen
ausfullen, ermodglichen sie eine geringe Diffusionsstrecke [30,100], so
dass der Sauerstoff vom Erythrozyten tiber die HBOC-301 Oxyglobin™

Molektile zum Gewebe transportiert werden kann.

Abb. 26: Elektronenmikroskopische Aufnahme einer renalen Kapillare: Zwei Erythro-
zyten werden homogen von HBOC Molektilen umgeben (aus Lipfert et al. [100])

Zur Bestimmung der Gewebsoxygenierung wurde der Gewebssauerstoft-
partialdruck (tpO2) herangezogen. Durch die Verfiigbarkeit flexibler tpOa.-
Messonden wurde die Gewebesauerstoffspannung im Pankreas in vivo
direkt gemessen und dargestellt, dass es durch Applikation von HBOC

zu einer Zunahme der Sauerstoffabgabe an das Pankreas kommt. Der
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Sauerstoff aus dem Gewebe diffundiert aus einem Bereich von ca. 1,2 cm
in das Lumen des flexiblen Silikon-Katheters, in dem dann der tpOs als
Mittelwert gemessen wird. Der polarographisch gemessene tpOs ist der-
zeit der wohl verlasslichste Index fir die Gewebsoxygenierung [45]. Es
handelt sich um das Verhéltnis zwischen Sauerstoffangebot und —nach-
frage zu einem gegebenen Zeitpunkt. Bei stabilem Sauerstoffverbrauch
drickt der tpO2 die Gewebsperfusion préziser aus als beispielsweise
MAP oder CO. Unter Therapie mit HBOC-301 Oxyglobin™ kam es im
Vergleich zu den mit Ringer und HES versorgten Tieren zu signifikant
hoéheren tpOz-Werten. Nach deutlichem Abfall des tpO2 nach Induktion
der Pankreatitis konnte der Gewebssauerstoffpartialdruck durch die Ga-
be der zellfreien Hamoglobinlésung nahezu aus das ursprungliche Ni-
veau angehoben werden. Dies lasst sich durch den plasmatischen Sau-
erstofftransport und die erhdéhte Sauerstoffextraktion von HBOC-301

Oxyglobin™ bei insuffizienter pankreatischer Mikrozirkulation erkléren.

4.2.3 Uberleben

Neben der Fragestellung nach dem tpO2 des Pankreas galt ein weiteres
Interesse in dieser Versuchsreihe dem Nachweis von mdéglichen Uberle-
bensvorteilen durch die therapeutische Anwendung von HBOC-301
Oxyglobin™ in einem definierten Nachuntersuchungszeitraum. Die
Uberlebenszeit in Stunden wurde definiert als die Zeit vom Ende der
Anéasthesie bis zur Feststellung des Todes. Hierbei Uiberlebten die Tiere
in der HBOC-Gruppe deutlich ldnger als in der Kontroll-Gruppe. Auch
lag die Mortalitat in der HBOC-Gruppe deutlich niedriger. So lebten aus
der HBOC-Gruppe bei Ablauf der sechstigigen postoperativen Uberwa-
chung noch neun der dreizehn Tiere, wihrend sechs Tiere aus der HES-
Gruppe und nur zwei Tiere aus der Ringer-Gruppe die vollstandige
Uberwachungszeit tiberlebten. Zu jedem Messpunkt lebten in der

HBOC-Gruppe noch mehr Tiere als in der HES-Gruppe und in dieser
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wiederum deutlich mehr als in der Ringer-Gruppe. Bei deutlicher Ver-
schlechterung des Allgemeinzustandes eines Tieres wurde die Tétung
durch den Veterindrmediziner angeordnet und dann vor Ablauf der
sechs postoperativen Tage durchgefiihrt. Bei tot aufgefundenen Tieren
wurde der Todeszeitpunkt mit Hilfe der Koérpertemperatur auf zwei
Stunden genau bestimmt. Die Tatsache, dass sich kein signifikanten
Unterschied zwischen der HBOC-Gruppe und HES-Gruppe trotz verbes-
serten Gewebsoxygenierung nachweisen liefs, kénnte entweder dadurch
erklart werden, dass es keinen Unterschied gab oder aber dass die sta-
tistische Power zu niedrig war. Um zu einer statistischen Signifikanz in
der Untersuchung der Uberlebensraten zu gelangen, miissten die Groe
jeder Gruppe auf 165 Tiere (5% a Fehler, 80% power) gesteigert werden
[37], was praktisch nicht durchftihrbar ist.

4.2.4 Begleiteffekte in der Anwendung von HBOC

Die Hauptnebenwirkung aller HBOC ist eine systemische Vasokonstrik-
tion der grofSen Widerstandsgefafse. Ursdchlich hierfuir ist die Bindung
des zellfreien oxydierten Hadmoglobins nach Passage durch die Endothel-
barriere der glatten GefdfSmuskulatur und Transzytose in die GefafSme-
dia an den endogenen Vasodilatator NO, dessen vasodilatatorischer Ef-
fekt dadurch eliminiert wird; das HBOC-301 Oxyglobin™ wirkt somit
indirekt vasokonstriktorisch [1,2,159]. Das Stickstoffmonoxid wird somit
an seiner relaxierenden (vasodilatierenden) Wirkung an der GefafSmus-
kulatur gehindert [117]. Der Vorgang wird als NO-scavenging bezeichnet.
Eine systemische Vasokonstriktion bedeutet jedoch nicht zwangslaufig
einen reduzierten regionalen Blutfluss in Organen und Geweben oder ei-
ne verschlechterte Mikrozirkulation [56,148]. Trotz Vasokonstriktion
kommt es nach Gabe von HBOC-301 Oxyglobin™ zu einer gesteigerten
Gewebsoxygenierung sogar im poststenotischen Gewebe. Das scheint

darin begriindet, dass diese Losungen im Gegensatz zu Erythrozyten Be-

67



zirke jenseits von kritischen Stenosen erreichen kénnen. HBOC-301
Oxyglobin™ verbessern also die Perfusion auf mikrozirkulatorischer
Ebene. Es gibt Hinweise dafiir, dass der vasokonstiktive Effekt durch
HBOC an den kleineren GefdfSen weniger stark ausgebildet ist und somit
keinen negativen Einfluss auf die Mikrozirkulation hat. Zahlreiche tier-
experimentelle Studien der letzten Jahre haben gezeigt, dass mit HBOC-
301 Oxyglobin™ ein suffizienter Volumenersatz nach hdmorrhagischem
Schock oder Verbrennungsschock sowie eine Wiederherstellung eines
physiologischen KOD und einer normalen Organperfusion und —sauer-
stoffversorgung, auch unter Bedingungen eines nahezu kompletten
Blutaustausches moglich ist [50,61,81,150,158,162]. Schlechter perfun-
dierte Areale scheinen mehr von der Anwesenheit des HBOC-301

Oxyglobin™ zu profitieren als Areale mit guter Perfusion [155].

Ein weiteres Problemfeld bei der Gabe von HBOC-301 Oxyglobin™ stellt
die Oxygenierung von plasmatischem Hamoglobin zu Methadmoglobin
dar. Bei Anwesenheit von freiem, insbesondere desoxygeniertem Hamo-
globin kommt es zu einer gesteigerten Oxydierung des Eisenions im Hé&-
moglobin von Fe2* zu Fe3*. Dieses Meth&moglobin nimmt nicht mehr am
Sauerstofftransport teil. Erwachsene besitzen das Enzym Methamoglo-
binreduktase, das zur Reduktion von Methadmoglobin zu Hamoglobin
fadhig ist. Da in den H&moglobinlésungen diese sonst intraerythrozytar
bestehenden Enzymsysteme zur Reduktion fehlen, kann es bei Therapie
mit HBOC-301 Oxyglobin™ 2zu einem persistierenden Anstieg der
Methamoglobinkonzentration im Serum kommen. Vor der Gabe von
HBOC-301 Oxyglobin™ wurde in unserem Versuch die Methdmoglobin-
konzentration in der Lésung bestimmt, bei Uberschreiten des Grenzwer-
tes von > 5% wurde die Losung verworfen, was jedoch nie der Fall war.
Nach Applikation des HBOC-301 Oxyglobin™ kam es nachweislich zu
keinem Anstieg der Methadmoglobinkonzentration im Serum. Die Kon-

zentrationen lagen zu jeder Zeit der Versuche unter 0,5%.
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In einigen tierexperimentellen Untersuchungen kam es nach Gabe von
zellfreiem artfremdem Hamoglobin zu Immunreaktionen, die sich bei-
spielsweise in nachweisbaren Erhéhungen von IgG aufSerten [17,20,62].
Trotz der guten Vertraglichkeit moderner Hdmoglobinlésungen darf eine
mogliche Immunisierung mit Antikérperbildung nicht aufSer Acht gelas-
sen werden. Auch die Tatsache, dass die Elimination von zellfreiem Ha-
moglobin Uber das retikuloendotheliale System erfolgt, wirft die Frage
nach einem moglichen immunsuppressiven Effekt von zellfreiem Hamo-
globin auf [171]. Durch die Verdnderung der sterischen Konfiguration,
beispielsweise durch eine Verlagerung antigenprasentierender Stellen
von der Oberflache hinein ins weniger reaktive Zentrum des Hamoglo-
binmolektls, besteht die Moglichkeit, die Immunisierung zu minimieren.
In einer experimentellen Studie von Estep et al. wurde nach intravendser
Gabe von humanem a-a vernetztem Hamoglobin bei Primaten keine Er-
héhung von spezifischem IgG oder IgM nach Injektion nachgewiesen
[29]. In einer experimentellen Versuchsreihe an Schafen tauschten Vla-
hakes et al. fast 95% des zirkulierenden Blutvolumens mit einer bovinen
Hamoglobinlésung aus [162]. Alle Tiere uberlebten und konnten durch
zweimalige Nachinfusion der Hamoglobinlésung den Zeitraum bis zur
Neubildung einer ausreichenden Anzahl an Retikulo- und Erythrozyten
uberbriicken. Eine endgultige Beurteilung moéglicher immunmodulieren-
der Nebeneffekte von HBOC-301 Oxyglobin™ ist zum gegenwartigen

Stand der Kenntnisse noch nicht moéglich.

4.3 Klinische Therapiestrategien bei schwerer akuter Pankreatitis

Es existiert keine etablierte kausale Standardtherapie der akuten
Pankreatitis. Patienten, die an einer milden Verlaufsform erkranken, er-
holen sich oft innerhalb weniger Tage. Dahingegen sind Patienten mit
schwerer Pankreatitis von einer hohen Komplikationsrate und signifi-

kanten Mortalitdt betroffen. Schon bald nach Beginn der Erkrankung
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sind es nicht mehr nur die aktivierten Pankreasenzyme, sondern Mikro-
zirkulationsstérungen und damit eine Gefdhrdung der Gewebsoxygenie-
rung, die als wegweisende Parameter fir den Verlauf der Erkrankung
hinzugezogen werden miussen [87]. Die Therapie der schweren akuten
Pankreatitis erfolgt unter intensivmedizinischen Bedingungen. Ein pri-
maéres Ziel der zundchst konservativen Basistherapie ist die suffiziente
Schmerztherapie. Gleichzeitig gilt es, eine kardiozirkulatorische, pul-
monale, renale oder metabolische Dekompensation durch kontinuierli-
ches Monitoring rechtzeitig zu erkennen und eine therapeutische Beein-
flussung dieser Komplikationen moglich zu machen. Eine méglichst
frihe Erkennung des Schweregrades der akuten Pankreatitis ist unab-
dingbar, um systemische Komplikationen zu vermeiden. Der Volumen-
bedarf bei schwerer akuter Pankreatitis kann extreme Ausmafie von
Uber 500 ml/h annehmen und ist haufig mit alleiniger Gabe von Kristal-
loiden nicht suffizient zu kompensieren [25]. Zur Aufrechterhaltung der
Mikrozirkulation sind Kolloide ausgesprochen hilfreich und zudem in der
Lage, die Morbiditdt und Mortalitdt zu senken [140]. Entwickelt sich
trotz einer medikamentdés unterstitzten Diurese und bei suffizienter
Hamodynamik ein Nierenversagen, muss frithzeitig der Einsatz von Nie-
renersatzverfahren erfolgen [115,134]. Ein engmaschiges, gegebenenfalls
invasives hdmodynamisches Monitoring ist von grofser Wichtigkeit. Ist
auch durch rasche Volumenzufuhr keine Stabilisierung der Haimodyna-
mik zu erreichen, ist die Gabe von Katecholaminen indiziert. Besteht ein
Organversagen fur langer als 48 Stunden, steigt die Mortalitat auf tber
50%, wohingegen Patienten ohne anhaltendes Organversagen kein er-
hoéhtes Mortalitatsrisiko aufweisen [115]. Neben der Volumen- und Kate-
cholamintherapie muss regelmé&fSig die Indikation von Transfusionen,
Kortisontherapie, intensivierter Insulintherapie, lungenprotektiver Beat-

mung und Antibiose Uberprift werden.

Im Falle der bilidr induzierten akuten Pankreatitis sprechen sich einige

Studien fur eine frihzeitige Intervention mittels ERCP und ggf. Papillo-
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tomie und Steinextraktion aus [31,143]. Andere Arbeitsgruppen sind zu-
ruckhaltender und beflirworten die ERCP nur bei Persistenz der Cho-

lestase bzw. elektiv nach Abklingen der akuten Pankreatitis [44,121].

Die fehlende enterale Nahrungszufuhr stellt ein grofies Problem bei
schwerer akuter Pankreatitis dar. Es kommt zu einer Stérung der
Darmmukosabarriere und daraus resultierend zu einer Atrophie der in-
testinalen Mukosa, bakteriellen Fehlbesiedlung und méglichen bakteriel-
len Translokation in das nekrotische pankreatische Gewebe mit nachfol-
gender Infektion der Pankreasnekrosen. Durch Darmbakterien infizierte
Pankreasnekrosen stellen die haufigste Todesursache bei schwerer aku-
ter Pankreatitis dar. Wegen der besseren Durchblutung und der nicht
gesteigerten intestinalen Permeabilitdt besteht ein theoretischer Vorteil
far die enterale Erndhrung [76,151], was sich klinisch jedoch noch nicht
Uberall durchgesetzt hat. Mehrere Studien konnten zeigen, dass eine
frihe enterale Erndhrung im Vergleich zur parenteralen Erndhrung den
Verlauf einer schweren akuten Pankreatitis glinstig beeinflusst und die
Komplikationsrate senkt [131,161]. Powell et al. untersuchten an 27 Pa-
tienten mit schwerer akuter Pankreatitis, ob sich die Entziindungsant-
wort und die intestinale Permeabilitdt durch enterale Erndhrung positiv
beeinflussen lassen. Hinsichtlich der IL6-, TNF-Rezeptorl- und CRP-
Konzentrationen war kein Effekt nachweisbar. In der Gruppe der enteral
erndhrten Patienten fand sich jedoch eine niedrigere Komplikationsrate
mit verringerter Morbiditdt und Mortalitdt. Durch die enterale Erndh-
rung kann demnach die Integritdt der Darmmukosa gewahrt werden,
wodurch die bakterielle Translokation massiv reduziert werden kann

[4,23,110,151].

Um den Darm als wahrscheinlichste Quelle der Superinfektion der
Pankreasnekrosen auszuschalten, wird die prophylaktische Gabe von
Antibiotika diskutiert [75,114]. Die meisten der Infektionen sind durch

gramnegative Erreger wie E. coli, Pseudomonas, Klebsiellen oder Entero-
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kokken verursacht. GrofSe randomisierte Studien belegten den Vorteil ei-
ner intravendsen Antibiose [52,104,128,130]. Es besteht jedoch die Ge-
fahr, dass bei haufiger Anwendung der Antibiotika vermehrt Antibiotika-
resistenzen auftreten. So wiesen Gloor et al. in einer prospektiven
Beobachtungsstudie bei 21% der Patienten, die bei nekrotisierender
Pankreatitis prophylaktisch ein Antibiotikum erhielten, Resistenzen ge-

gen das eingesetzte Antibiotikum nach [51].

Das therapeutische Fenster fir den Einsatz spezifischer Medikamente,
die sich gegen die initiale Aktivierung der Enzymkaskade richten, ist
sehr klein. Hieraus erklart sich, dass alle Untersuchungen mit sekre-
tionshemmenden Substanzen wie Atropin oder Somatostatin, aber auch

mit Proteaseinhibitoren wie Mesilat keinen Erfolg zeigten [115].

Es existieren derzeit keine klinisch kontrollierten Studien zur chirurgi-
schen Therapie der akuten Pankreatitis [120]. Pankreasnekrosen korre-
lieren eng mit einem Multiorganversagen [73,87] und sind als wichtigster
prognostischer Risikofaktor fiir den letalen Ausgang der Pankreatitis an-
zusehen [12]. Um die Gefahr septischer Komplikationen im Rahmen infi-
zierter Gewebsnekrosen zu bannen, kann eine chirurgische Intervention
erforderlich sein [134]. Patienten mit Verdacht auf Pankreasnekrosen
sollten eine kontrastmittelangereicherte Computertomographie innerhalb
der ersten 72 h erhalten [96], da nur so die genaue Ausdehnung von
Pankreasnekrosen und damit wertvolle Informationen fir oder gegen die
Entscheidung zur chirurgischen Intervention gewonnen werden. Beim
Auftreten von konservativ nicht zu beherrschenden Organkomplikatio-
nen bzw. fortschreitendem Multiorganversagen wird die Indikation zur
chirurgischen Intervention (Nekrosektomie und Lavage) gestellt [6,12]. Es
liegen auch Studien vor, nach denen die chirurgische Intervention unab-
héngig von Ausmafs oder bakteriellem Status der Nekrosen als notwen-
dig erachtet wird [127]. Langzeitstudien zeigten, dass die perkutane

Drainage von infizierten Pankreanekrosen eine Alternative zur chirurgi-
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schen Intervention darstellen kénnte [28]. Auch durch die laparoskopi-
sche Drainage der Bauchhoéhle, gegebenenfalls mit Revision des retrope-
ritonealen Kompartments ist eine chirurgische Versorgung der akuten

Pankreatitis moglich [7,126].

4.4 Experimentelle Therapiestrategien bei schwerer akuter

Pankreatitis

Trotz einer Reihe experimenteller Untersuchungen zur Prophylaxe und
Therapie der akuten Pankreatitis haben die folgenden Therapieansatze
bislang noch keinen Einzug in die Klinik gehalten. Das interzellulare Ad-
hasionsmolektil-1 (ICAM-1) und der plattchenaktivierende Faktor (PAF)
zéhlen zu den Markern, anhand derer sich der Schweregrad der akuten
Pankreatitis abschatzen lasst. ICAM-1 wird auf Endothelzellen expri-
miert und vermittelt die feste Adhasion von Leukozyten am Endothel der
Mikrozirkulation und die Migration der Leukozyten durch das Endothel
ins Gewebe. Damit spielt ICAM-1 eine tragende Rolle in der Entstehung
von Mikrozirkulationsstérungen [9,93,122,170]. Untersuchungen bei Pa-
tienten mit schwerer akuter Pankreatitis konnten eine erhéhte Konzen-
tration an zirkulierendem ICAM-1 Molektlen nachweisen [79,98], die mit
der Schwere der Erkrankung korrelierte. Foitzik et al. konnten durch
Gabe von ICAM-1 Antikérpern nachweislich die Mikrozirkulation bei a-
kuter Pankreatitis verbessern und den Flussgkeitsverlust in den dritten
Raum verringern [9]. PAF ist ein potenter Mediator der Entziindungsre-
aktion, welcher auf dem pankreatischen Gefassendothel lokalisiert ist
[38]. Die therapeutische Wirkung von PAF-Antagonisten wurde experi-
mentell verfolgt und belegt [21,22,40,95|. Die Ergebnisse der klinischen
Untersuchungen sind jedoch weit weniger viel versprechend. In einer
randomisierten Phase-III-Studie konnte nach Gabe des PAF-Antagonis-

ten Lexipafant zwar eine niedrigere Rate an septischen Komplikationen,
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jedoch weder ein Uberlebensvorteil gegentiber der Plazebogruppe noch

eine geringere Rate von Multiorganversagen ermittelt werden [74,84].

Auch bei Endothelin-1 handelt es sich um ein vasoaktives Peptid, wel-
ches sich im Endothel von Gefidsswidnden befindet und bei schwerer
akuter Pankreatitis die Entzindungsantwort vermittelt. Die Gabe von
Endothelin-1-Blockern verringert den histologischen Schaden bei milder
Pankreatitis [89]. Hinsichtlich der Reduktion von Leukozytenadhirenz
und Verringerung des kapillaren Lecks ist die Endothelin-
Rezeptorblockade sogar noch effektiver als die PAF Rezeptoren-Blockade
[26,40]. Im Rattenversuch konnte die Letalitdt durch Gabe des Endothe-
lin-Rezeptor Antagonisten LU-135252 von 42% auf 12% (p<0,05) gesenkt
werden [26,39,40].

Bradykininantagonisten wurden ebenfalls umfangreich experimentell
untersucht [55,64,67]. Bradykinin ist ein biologisch aktives Peptid, dass
den Reperfusionsschaden am Rattenpankreas verstarkt [66]. Es fordert
die akute Entziindungsreaktion und fihrt zu Vasodilatation mit Hypo-
tension, vermehrter kapilldrer Permeabilitdt und Leukozytenaktivierung
[11,149]. Es wurde weiterhin gezeigt, dass sich die funktionelle Kapillar-
dichte bei schwerer akuter Pankreatitis im Rattenmodell durch Verwen-
dung des Bradykininantagonisten Icatibant aufrechterhalten und dabei

die Leukozytenadhédrenz gleichzeitig verringern liefs [8].

In einer weiteren Studie am Rattenmodell konnte nachgewiesen werden,
dass die Gabe von Glucocorticoiden (0,5 mg/kgKG Dexametason) bei
Pankreatitis zu einer Senkung der Serumkonzentration der Mediatoren
IL6, TXB2 und 6-keto-PGllalpha fiihrte und einen Uberlebensvorteil mit
sich brachte [164].

In einer Studie der Arbeitsgruppe um Foitzik wurde die selektive Inhibi-

tion der Cyclooxygenase-2 bei akuter Pankreatitis durch COX-2-Hemmer
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untersucht. Prostaglandine und ihre Derivate sind dafiir bekannt, dass
sie bei systemischen Entziindungsreaktionen, wie im Rahmen der aku-
ten Pankreatitis, eine entscheidende Rolle spielen. Durch die selektive
COX-2 Inhibition konnte der Prostaglandinspiegel im Serum gesenkt

werden [41].

Werner et al. konnten durch Gabe eines Stickstoffmonoxyddonators bei
experimenteller akuter Rattenpankreatitis den Verlauf einer schweren

Pankreatitis abschwachen [169].

4.5 Mogliche Indikationen fiir HBOC in der Zukunft

Die poststenotische Gewebsoxygenierung mit HBOC kénnte im Rahmen
von akuten Myokardinfakrten oder Schlaganfillen von grofSem Vorteil
sein. Im Hinblick auf die fortschreitende Verknappung an Fremdblut
kénnten zukuinftig HBOC als Sauerstofftrager bei intraoperativen Blu-
tungen oder im Notfall zum Einsatz kommen, solange noch keine homo-
logen Erythrozytenkonzentrate zur Verfligung stehen. Besonders fur
Entwicklungs- und Schwellenldnder, in denen keine ausreichende An-
zahl von Blutbanken existiert, stellen HBOC eine Option fir eine fla-
chendeckende Versorgung mit Sauerstofftragern dar. In der Sepsisthera-
pie kénnten sich die vasokonstriktorischen Eigenschaften durch das so
genannte NO scavenging in Kombination mit einer verbesserten Ge-
websperfusion und einer erhdhten Sauerstoffabgabe in der Mikrozirkula-

tion nutzen lassen [84,86].
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4.6 Ausblick fiir HBOC in der Behandlung der akuten Pankreatitis

Die bisherigen tierexperimentellen Untersuchungen mit ihren ermutigen-
den Ergebnissen sollten Anlass zu einer klinischen Untersuchung von
HBOC bieten. Sinnvollerweise ware eine klinische Studie zur Untersu-
chung der Wirksamkeit von HBOC bei Patienten mit schwerer akuter
Pankreatitis als Multicenterstudie durchzufiihren, da die Patientengene-
rierung bei der relativ geringen Inzidenz der Erkrankung in einer Klinik zu

lange dauern wuirde.
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5 Zusammenfassung

Die schwere akute Pankreatitis ist trotz eingehender Forschung nach wie
vor mit einer hohen Mortalitat behaftet, obgleich die Intensivmedizin be-
reits grofSe Fortschritte in der Therapie der Erkrankung vorweisen kann.
Es erscheint sinnvoll, therapeutische Strategien zur Verbesserung der
Mikrozirkulation des Pankreas zu entwickeln, da der Zusammenbruch
der pankreatischen Mikrozirkulation unabhangig vom auslésenden Trig-
ger durch die Verschlechterung der Gewebsoxygenierung des Pankreas
die Progression einer leichten édematdsen hin zu einer schweren akuten
Pankreatitis bewirkt. In der vorliegenden Studie wurde der Einfluss der
bovinen Héamoglobinlésung HBOC-301 Oxyglobin™ mit seinen Eigen-
schaften eines plasmatischen Sauerstofftragers in Hinblick auf die Mi-
krozirkulation des Pankreas, den tpO2 und das Uberleben bei schwerer
akuter Pankreatitis im Tiermodell untersucht. Die Untersuchung wurde
prospektiv und randomisiert am Schweinemodell als Uberlebensversuch
mit einem postoperativen Beobachtungszeitraum von sechs Tagen
durchgefiihrt. Der Eingriff erfolgte in balancierter Allgemeinanasthesie
mit kontrollierter Beatmung. Nach der Laparotomie wurde der Ductus
pancreaticus kantliert und die Induktion der akuten Pankreatitis mittels
Glycodeoxycholsaure und Cerulein vorgenommen. Die Messung des tpO-
im Pankreas erfolgte mit einem Licox Siliconkatheter. Die therapeutische
Intervention begann 75 Minuten nach Pankreatitisinduktion als Substi-
tution mit HBOC-301 Oxyglobin™ oder HES 200.000/0,5 oder Ringerl6-
sung, wobei in der HES-Gruppe der mittlere arterielle Druck mittels Nor-
adrenalin auf das Niveau der HBOC-Gruppe gehoben wurde. Bis zur
Randomisierung 75 Minuten nach Induktion der akuten Pankreatitis
konnten keine Unterschiede in Bezug auf Demographie und Aus-
gangswerte nachgewiesen werden. Sechs Stunden nach Therapieinduk-
tion wurden die Tiere extubiert, die Uiberlebenden Tiere wurden nach

sechs Tagen getotet.
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In der HBOC-Gruppe Uberlebten neun Tiere den Beobachtungszeitraum,
wahrend nur zwei Tiere der Ringer-Gruppe nach sechs Tagen am Leben
waren (p < 0,001). In der HES-Gruppe Uberlebten sechs Tiere. Zunéchst
fiel der tpO2 im Pankreas in allen Gruppen. Nach Induktion der Therapie
konnte er in der HBOC-Gruppe als signifikant verbessert gegentiber der
Ringer-Gruppe (mittlere Differenz 91,6 (SE 13,3); one-way ANOVA; p <
0,001) und gegentiber der HES-Gruppe (mittlere Differenz 65,1 (SE
13,3); p < 0,001) nachgewiesen werden. Die Unterschiede zwischen der

HES und Ringer-Gruppe waren nicht signifikant.

Zusammenfassend fUhrt die therapeutische Applikation von HBOC bei
schwerer akuter Pankreatitis zu einer Verbesserung sowohl der Mikro-
zirkulation als auch der Gewebsoxygenierung des Pankreas und hat da-
mit einen positiven Einfluss auf den Verlauf einer schweren akuten
Pankreatitis. Dies zeigte sich in einem Uberlebensvorteil der HBOC-
Gruppen gegenuiiber den Kontrollgruppen. Ob sich durch die Applikation
von HBOC-301 Oxyglobin™ zur Optimierung des Sauerstofftransports
moglicherweise eine Therapieoption fir die schwere akute Pankreatitis
entwickeln 14f3t, sollte im Rahmen einer klinischen Studie bei Patienten

mit schwerer akuter Pankreatitis weitergehend untersucht werden.
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7 Abkiirzungen

2,3-DPG
ANOVA
AUC
avDO2
BE

BZ
CaO2
CI

CO
COHbDb
CRP
CvOq
Da

DO
EKG
ERCP
ERO2
fHb
FiO2
GDOC
HES
Hb
HBOC
Hkt

HF
ICAM-1
IgG
IgM

2,3-Diphosphoglycerat

Analysis of Variance

area under the curve
Arteriovendse Sauerstoffdifferenz
Base Excess
Blutzuckerkonzentration
Arterieller Sauerstoffgehalt
Cardiac Index, Konfidenzintervall
Cardiac Output
Carboxyhamoglobin

C-reaktives Protein
Gemischtvendser Sauerstoffgehalt
Dalton

Sauerstoffangebot
Elektrokardiogramm
Endoskopische retrograde Cholangiopankreaticographie
Sauerstoffextraktion

Freies Hamoglobin

Fraktion des inspirierten Sauerstoffs
Glykodeoxycholsdure
Hydroxyethylstarke

Hé&moglobin

hemoglobin based oxygen carrier
Hamatokrit

Herzfrequenz

Interzellulare Adhasionsmolektil-1
Immunglobulin G

Immunglobulin M
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IL Interleukin

K* Kalium

KOD Kolloidosmotischer Druck

MAP Mittlerer arterieller Druck

MetHb Meth&dmoglobin

NO Stickstoffmonoxid

PAP Mittlerer pulmonalarterieller Druck
PCWP pulmonalarterieller Okklusionsdruck
PVR Pulmonaler Widerstand

PLP Pyridoxal-5’-Phosphat

SB Standard Bicarbonat

SD Standardabweichung

SE Standardfehler

SVR Systemischer Widerstand

Temp Temperatur

TNF Tumornekrosefaktor

tpO2 Gewebssauerstoffpartialdruck

VO Sauerstoffverbrauch

ZVD Zentralvendser Druck

ZVK Zentraler Venenkatheter
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