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1. Arbeitshypothese und Fragestellung

Kardiale Risikopatienten sind flr die klinische Medizin eine groBe Herausforderung. In der
Andsthesiologie sind sie in der perioperativen Phase, aber auch wahrend und nach der
Operation durch das gehaufte Vorkommen von Hypertension, Tachykardie und erhdhter
sympathische Aktivitadt besonders anfallig fir eine Myokardischamie. Da das Myokard bei
diesen Patienten sehr vulnerabel ist, kommt es bei der durch die hyperdynamische
kardiale Reaktion bedingten Stérung der Balance zwischen myokardialer
Sauerstoffversorgung und myokardialem Sauerstoffverbrauch schneller zu einer
Pradisposition des Myokards flr Ischamie. Komplikationen dieses Prozesses reichen von
Rhythmusstérungen oder Angina pectoris bis hin zum Myokardinfarkt mit hoher Letalitat
[1-4].

Aufgrund der erwahnten Vulnerabilitat fir Ischdmie kommt bei diesen Patienten zur
maoglichen Therapie die prophylaktische Gabe von anti-ischamischen Substanzen, die z.B.
u.a. die myokardiale 0O,-Versorgung verbessern, in Betracht [8]. Durch eigene
Untersuchungen an Ratten konnte erstmalig eine signifikante Reduktion des Infarktareals
innerhalb des infarktgefahrdeten Gewebes mittels einer Prophylaxe mit der zellfreien
bovinen Hamoglobinlésung HBOC-200 nachgewiesen werden [6]. Die Mechanismen sind
dabei aber noch unklar. HBOC scheint neben der Gewebsoxygenierung einen weiteren
gewebeprotektiven Effekt im Rahmen von Ischdmie und Reperfusion am Myokard zu
haben.

In der vorliegenden Arbeit sollte daher die Hypothese Uberprift werden, ob eine
Infarktvolumenreduktion durch HBOC-200 im Ischamie- und Reperfusionsmodell mit

einem hdheren regionalen myokardialen Blutfluss einhergeht.



2. Einleitung

2.1. Riickblick

1628 schrieb der britische Arzt WILLIAM HARVEY in seinem Werk EXERCITATIO ANATOMICA
DE MOTU CORDIS ET SANGUINIS IN ANIMALIBUS:

»If we find the same blood in the arteries as in the veins, after having tied them in the
same way, as I have myself repeatedly ascertained, both in the dead body and in living
animals, we may fairly conclude that the arteries contain the same blood as the veins,
and nothing but the same blood.”

Er widersprach damit der gangigen Vorstellung seiner Zeitgenossen und gilt mit seiner
Entdeckung des Blutkreislaufs als ein Begrinder der modernen Physiologie. Mit der
Erkenntnis, dass das Blut in einem Kreislauf aus Herz, Lunge, Arterien, Venen und
Kapillaren zirkuliert, wuchs auch bald der Gedanke, diesen Kreislauf bei Bedarf mit von
extern zugefiihrtem Volumen zu substituieren. Doch erst zu Beginn des 20. Jahrhunderts
entdeckte LANDSTEINER das ABO-Blutgruppensystem und legte damit den Grundstein
fir die Bluttransfusion im heutigen Sinne. Trotz der teilweise gravierenden Fortschritte
und Risikominimierung steht die Bluttransfusion auch heute noch vor einigen Problemen.
Blutgruppeninkompatibilitaten sind immer noch ein Risiko, genauso wie
transfusionsbedingte Infektionen mit z.B. HIV- oder Hepatitisviren. Auch die
immerwahrende Knappheit der Ressource Spenderblut bei zunehmend komplexeren
operativen Eingriffen und den demographischen Veranderungen in der Gesellschaft lieBen
im Laufe der von HARVEY begriindeten Entwicklung die Forschungsbemihungen auch in
Richtung Blutersatzstoffe laufen. So fihrten SELLARDS und MINOT die ersten
dokumentierten klinischen Studien mit zellfreien Hamoglobinldsungen bereits 1916 bei
Freiwilligen und bei anamischen Patienten durch [120]. Doch auch die ersten Versuche
mit Hamoglobinlésungen liefen nicht ohne, teilweise vital bedrohliche, Nebenwirkungen
ab. Hierbei handelte es sich vorrangig um eine aktivierte intravasale Gerinnung sowie
Fieber und Nierenversagen bei auftretenden Rickstanden von Lipidmembranen der
Erythrozyten [9/10]. Noch 1978 kam es in einer Studie zur Evaluierung der Sicherheit
von Hamoglobinldsungen zu relevanten hamodynamischen und renalen Komplikationen
[11]. Auch bei einer hochdosierten Transfusion von HBOC-200 im Jahr 2005 konnte eine
renale Toxizitdt nicht vollkommen ausgeschlossen werden [132]. Wenngleich noch nicht
endgliltig aufgeklart, scheint es sich bei der pathophysiologischen Grundlage der
hypertensiven Nebenwirkungen von Hamoglobinlésungen um die Bindung von
Stickstoffmonoxid (NO) an das freie Hdmoglobinmolekdil (,NO-Scavenging”) zu handeln.
Die aus der Bindung resultierende Inaktivierung der vasodilatatorischen Molekdle fihrt zu

einem Anstieg des Blutdrucks [121]. Dariber hinaus kann es unter der Anwendung von



Hamoglobinlésungen zu einer erhdhten Freisetzung von Endothelin und zu einer
Sensibilisierung von Adrenozeptoren kommen [13/14].

In jingster Zeit wurde die Substanz Hemospan® in Phase-I- und -II-Studien getestet.
Diese scheint weniger vasokonstriktorisch zu wirken [32/128-130].

Als weitere relevante klinische Nebenwirkung ist die Methamoglobindmie zu nennen. Die
vermehrte Methamoglobinbildung resultiert aus dem Fehlen der Methdmoglobinreduktase
und weiterer Reduktionsenzyme in der zellfreien Hadmoglobinlésung.

Relevant wird die Methamoglobinamie allerdings erst bei der Verabreichung gréBerer
Hamoglobinmengen sowie bei der Uberladung des makrozytar-phagozytdren Systems
(MPS) [15]. Die urspringlich beobachtete renale Toxizitdt von Hamoglobinlésungen
konnte durch die Einfihrung der Ultrapurifikation weitestgehend beseitigt werden.

Neben den Uberwiegend toxischen Nebenwirkungen ergaben sich weitere Probleme im
Zusammenhang mit der kurzen intravasalen Verweildauer und der hohen
Sauerstoffaffinitat der entwickelten Hamoglobinlésungen. AuBerdem resultierte aus der
hohen Anzahl von Einzelmolekillen und Fraktionen des Hamoglobins (Hb) ein erhohter
kolloidosmotischer Druck (KOD). Aus diesem Grund werden die zurzeit zugelassenen
bzw. in Phase-III-Studien befindlichen Hamoglobinlésungen chemisch modifiziert
(Abbildung 1.1).

Durch die Polymerisation erhdht sich das mittlere Molekulargewicht, wahrend sich die
Molekllzahl reduziert. Eine verlangerte intravasale Verweildauer und ein erniedrigter

kolloid-osmotischer Druck sind die Folge.

Abbildung 1.1 Ubersicht (iber den Separations- und Purifikations-Prozess von modernen

zellfreien Hdmoglobinlésungen

Erythrozyt

1 Hypoosmose 1

Hamolytische Suspension

Separation/Ultrafiltration

v
~Stroma freies” Hamoglobin

Chromatographie
Prazipitation
Pasteurisierung

A 4 - R . v
Ultragereinigtes Hamoglobin-Tetramer

Chemische Modifikation

¥ ¥
HBOC




2.2, Die Studiensubstanz HBOC-200

2.2.1 Substanz

Die in dieser Studie verwendete Substanz HBOC-200 ist eine zellfreie, ultragereinigte und
polymerisierte Rinderhamoglobinlésung, die sich durch eine niedrige Sauerstoffaffinitat
und einen ausgepragten Bohr-Effekt auszeichnet. Dadurch wird eine verbesserte
Gewebsoxygenierung infolge der erleichterten Sauerstoffabgabe in der Peripherie
erreicht. Das Molekulargewicht in Abhdngigkeit vom jeweiligen Polymerisationsgehalt
betragt 64.000-500.000 Dalton. Die intravasale Halbwertzeit wird mit 16-24 Stunden
angegeben [15]. Durch die Anderung des Ladungszustandes verschiebt sich die
Sauerstoffbindungskurve im Sinne einer erleichterten Sauerstoffabgabe in der Peripherie
nach rechts. Dies zeigt sich insbesondere in einem erhéhten Psp in Hohe von 36 mmHg
gegenuber humanem an Erythrozyten gebundenen Hamoglobin mit einem Psq von 26
mmHg [15].

2.2.2 Vorarbeiten der Arbeitsgruppe mit HBOC-200/HBOC-201

Nach vielfaltigen Untersuchungen wurde fir weitergehende Untersuchungen zur
moglichen Beeinflussung von myokardialen Ischamie- und Reperfusionschaden durch
zellfreie Sauerstofftrager in den letzten Jahren ein Koronarischamiemodell an der Ratte
etabliert. Im Rahmen der ersten Versuchsreihe konnte im Nachweis nach Patent-Blau-
Injektion und Farbung mit Triphenyl-Tetrazolium-Chlorid (TTC) in der Kontrollgruppe eine
InfarktgréBe von 63+15 % innerhalb der ,Area at Risk” erzeugt werden.

Die prophylaktische Applikation von HBOC-200 (0,4 g/kg) bewirkte eine signifikante
Reduktion auf 46+9 % (p<0,025), wahrend die therapeutische Applikation zehn Minuten
nach Ischamieinduktion in der gleichen Dosierung keinen Unterschied zur Kontrollgruppe

zeigen konnte [6].

2.2.3 Stand der Forschung und klinischer Ausblick

HBOC-200 ist seit dem Jahr 2000 als Oxygent® (Biopure, USA) flr die
veterinarmedizinische Anwendung in den USA zugelassen, wahrend HBOC-201 als
Hemopure® (Biopure, USA) zur Anwendung bei perioperativer Anamie bei Erwachsenen
seit 2001 in Sudafrika zugelassen ist. Daten Uber eine Anwendung seit der Zulassung
liegen jedoch nicht vor. Eine Zulassung in Europa, Kanada oder den USA (iber Phase-III-
Studien hinaus erfolgte bisher nicht [5/7/12/31]. Beide Hamoglobinlésungen zeichnen sich
durch eine niedrige Sauerstoffaffinitdt und einen ausgepragten Bohr-Effekt aus, das
heiBt, dass eine verbesserte Gewebsoxygenierung infolge der erleichterten
Sauerstoffabgabe in der Peripherie zu erwarten ist. Bei HBOC kommt es auch unter
Atmung von Raumluft (21 % O,) zu einer nachweisbar besseren Abgabe von Sauerstoff
im Gewebe [16/17].



Um den Effekt einer Augmentierung des Gewebe-pO, zu erreichen, ist nur eine geringe
Menge an HBOC notwendig (0,4 g/kg) [18], d.h. es missen lediglich 200-250 ml HBOC
auf den Patienten Ubertragen werden.

Es ist bekannt, dass die Hauptursache des Herzinfarktes bei der Uberwiegenden Anzahl
der Patienten ein akut auftretender Verschluss eines Herzkranzgefasses durch
Plaqueruptur ist [19]. Die Ischamie des Herzmuskels fihrt letztendlich zu einer
Diskrepanz  zwischen  Sauerstoffangebot im  Herzmuskel und myokardialem
Sauerstoffbedarf und wird beim Auftreten einer Tachykardie und hypertensiven oder
kritischen hypotensiven Blutdruckwerten noch weiter verstarkt.

Zu der prognostischen Bedeutung perioperativer Myokardischamien liegen zahlreiche
klinische Untersuchungen vor [2/3/61]. So konnten MANGANO et al. in einer Studie zur
perioperativen kardialen Morbiditdt und Mortalitdt bei 474 nicht kardiochirurgischen
Patienten mit nachgewiesener koronarer Herzkrankheit zeigen, dass bei 18 % dieser
Patienten in der postoperativen Phase kardiale Komplikationen wie Herzinsuffizienz,
instabile Angina pectoris, ventrikulare Tachykardie, Myokardinfarkt oder plotzlicher
Herztod auftraten [3]. Weiterhin kam es bei 20 % der Patienten praoperativ zu
Myokardischdamien, wahrend diese intraoperativ bei 25 % und postoperativ bei 41 % aller
untersuchten Patienten auftraten. Das unmittelbar postoperative Auftreten von
Myokardischdmien erhdhte das Risiko kurzfristig nachfolgender ischamischer
Komplikationen wie Angina pectoris, Myokardinfarkt oder akutem Herztod um mehr als
das neunfache. In Bezug auf die Langzeitprognose (ber zwei Jahre zeigt sich, dass
kardiale Komplikationen mehr als doppelt so haufig auftraten, wenn perioperative
Myokardischdmien detektiert wurden [3]. BOTTIGER stellte heraus, dass die schwersten
myokardialen Ischdmien am Ende des chirurgischen Eingriffs, bzw. im Rahmen der
Ausleitung der Narkose zu erwarten sind [4].

Eine auch therapeutische Besonderheit perioperativer Myokardischamien liegt in der
gewissen Vorhersagbarkeit der Ereignisse.

Dadurch, dass der operative Eingriff bei Patienten, die aufgrund von kardialen
Vorerkrankungen als Hochrisikopatienten einzustufen sind, planbar ist, bieten sich gute
Mdglichkeiten fir prophylaktische Interventionen an.

Eine modgliche prophylaktische Applikation von HBOC oder auch anderer kinstlicher
Sauerstofftrager bei kardialen Risikopatienten stellt somit einen neuartigen Ansatz zur
perioperativen Risikoreduktion dar [8]. Neben der bei kardialen Hochrisikopatienten
inzwischen weit verbreiteten perioperativen B-Blockade [20-22] kénnte HBOC Uber einen
vobllig anderen Wirkmechanismus das Risiko perioperativer Myokardischamien bzw. deren

Folgen reduzieren.



Die vorliegende tierexperimentelle Untersuchung zu den Auswirkungen einer
prophylaktischen sowie einer therapeutischen Applikation von HBOC-200 bei Okklusion
der linken Koronararterie mit nachfolgender Reperfusion stellt vor dem geschilderten
Hintergrund moglicherweise einen weiteren Schritt flr eine innovative klinische

Behandlungsstrategie dar.

2.2.4 Hypothese der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit soll die Hypothese Uberprift werden, ob die in friheren
Studien gezeigte Infarktvolumenreduktion durch HBOC-200 im Ischamie- und
Reperfusionsmodell mit einem hoéheren regionalen myokardialen Blutfluss einhergeht.

Dieser soll mittels Mikrosphédrentechnik bestimmt und ausgewertet werden.
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3. Material und Methodik

3.1. Tierschutz

Der Tierversuch wurde auf der 1996 veréffentlichten Grundlage des ,,Guide For The Care
And Use Of Laboratory Animals” des National Research Councils, Institute of Laboratory
Animal Resources, Comission on Life Science, Washington, D.C., USA durchgefihrt. Die
Behodrde fir Arbeit, Gesundheit und Soziales (BAGS) der Freien und Hansestadt Hamburg
erteilte eine Genehmigung flir diese Versuchsreihe (Antragsnummer 36/03) nach

Begutachtung durch die entsprechende Kommission.

3.2. Operativer Versuchsablauf

3.2.1.Versuchsgruppen

Bei dem vorliegenden kardialen Ischamie- und Reperfusionsversuch wurden die Tiere
nach Ischéamie einer Reperfusionsdauer von 240 Minuten unterzogen. Die Einteilung der
Tiere erfolgte entsprechend einer Randomisierungsliste in eine Negativ-Kontrollgruppe,
eine Positiv-Kontrollgruppe, eine Therapie-Gruppe sowie eine Prophylaxe-Gruppe. Ein
Schema des Versuchsablaufs in den jeweiligen Therapiegruppen ist in Tabelle 3.1
dargestellt.

In der Negativ-Kontrollgruppe erhielten die entsprechenden Tiere nach Durchfiihrung der
Thorakotomie weder eine Koronararterienligatur noch wurde HBOC-200 appliziert. In der
Positiv-Kontrollgruppen erfolgte eine Ischamie- und Reperfusionsphase ohne Applikation
von HBOC-200.
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Tabelle 3.1: Modell der kardialen Ischamie und Reperfusion mit HBOC-200:

Schema des Versuchsablaufes

Eintreffen des Tieres im OP
Ruhephase (60 min)

Einleitung und Prédparation (ca. 60 min)

Stabilisierungsphase (20 min)

Basiswerterhebung
Ventilation, Oxygenierung, Hdmodynamik, Temperatur: Messung kontinuierlich
Blutgasanalyse und RMBF: vor Randomisierung

Gruppen-Randomisierung

Gruppe 1: Sham Control | Gruppe 2-4:

Keine Ischdmie 30 min Ischdmie / 240 min Reperfusion

15 min vor Ligatur 1. Applikation entsprechend erfolgter Randomisierung der Gruppen 1-8
1 2 3

Negativ Kontrolle Positiv Kontrolle HBOC-200 Therapie

n=>5 N= 8 n=8

FiO,: 0,3 FiO,: 0,3 FiO,: 0,3

NaCl 0,9% NacCl 0,9% NaCl 0,9%

20 ml 20 ml 20 ml

Messung: Praischamie (post applicationem 1)
Ventilation, Oxygenierung, Hdmodynamik, Temperatur: Messung kontinuierlich
Blutgasanalyse: nach 10 min

Sham Control Koronararterienligatur (fiir 30 min):
Keine Ischdmie

Ischamiephase
Ventilation, Oxygenierung, Hdmodynamik, Temperatur: Messung kontinuierlich
Blutgasanalyse: nach 10 min

Nach 10 min Ischamie 2. Applikation entsprechend erfolgter Randomisierun

Fi0,: 0,3 FiO,: 0,3 FiO,: 0,3
NaCl 0,9% NaCl 0,9% HBOC-200
20 ml 20 ml 0,4 g/kgKG

Fortsetzung Ischamiephase
Ventilation, Oxygenierung, Hdmodynamik, Temperatur: Messung kontinuierlich
Blutgasanalyse und RMBF: nach 10 min

Sham Control Aufhebung der Ligatur
Keine Ischdmie

Reperfusionsphase 240 min

Ventilation, Oxygenierung, Hdmodynamik, Temperatur:
Messung kontinuierlich

Blutgasanalyse: nach 5 und 240 min

RMBF mit Beginn Reperfusion und nach 240 min

Versuchsende
Koronararterienligatur
Patent-Blau-Injektion

Exitus letalis durch Uberdosis KCI
Herzentnahme

2mm Lamellierung

TTC-Farbung

Einscannen der TTC-Schnitte
RMBF Analyse

3.2.2. Versuchstiere

3.2.2.1. ART

Fir den Versuch wurden Kaninchen der Art New Zealand White Rabbits mit einem
Gewicht zwischen 2,0 und 3,5 kg verwendet, die Uber die Versuchstierhaltung des
Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf vom Zichter Charles River Wiga GmbH

(Sulzfeld) bezogen wurden.

12



3.2.2.2. HALTUNG

Die Haltung der Tiere vor Versuchsbeginn erfolgte in der Versuchstierhaltung des
Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf bei einem zwdlfstindigen Hell-Dunkel-
Rhythmus sowie 50-60 %iger relativer Luftfeuchtigkeit. Die Erndhrung bestand aus
SNIFF Standarddidat und Wasser ad libitum. Die Kaninchen verblieben zur Gewéhnung
mindestens 5 Tage in der Tierhaltung bevor unmittelbar vor Durchfiihrung des Versuches
der Transport in das Tierversuchslabor der Klinik und Poliklinik flir Andsthesiologie in
einer gewarmten Transportbox erfolgte. Vor Beginn des Versuchs wurde eine 60-minitige

Ruhezeit fur die Tiere eingehalten.

3.2.3. Studienmedikation

Bei der eingesetzten zellfreien ultragereinigten Hdmoglobinldsung HBOC-200 Oxyglobin®
(Biopure, Cambridge, MA, USA) handelt es sich um einen ,hemoglobin-based oxygen
carrier” (HBOC) boviner Herkunft. Oxyglobin® besitzt bereits eine veterindrmedizinische
Zulassung als Blutersatz bei Tieren.

Die durch Polymerisierung der Hamoglobintetramere mit Hilfe von Glutaraldehyd
entstehenden Ketten bestehen aus durchschnittlich 15 Tetrameren, wobei Oxyglobin®
sich in seiner Zusammensetzung nur unwesentlich, namlich durch einen héheren Anteil
von Molekilen mit niedrigem Molekulargewicht (MG <64.000 Dalton), von dem fir den
Menschen in Siuidafrika zugelassenen Hemopure® des gleichen Herstellers unterscheidet.
Bovines und humanes Hamoglobin unterscheiden sich lediglich durch 17 Aminosauren in
der Alpha-Kette und 24 Aminosduren in der Beta-Kette. Durch die zentrale Lage dieser
Aminosduren in der Molekdilstruktur wird eine antigene Wirkung sehr unwahrscheinlich.
Ein relevanter Unterschied liegt allerdings in der Beta-Kette. Diese ist bei bovinem im
Vergleich zu humanem Hamoglobin um eine Aminosdaure kirzer, wodurch die
Abhangigkeit der Sauerstoffaffinitdit des Hamoglobins von der Konzentration an 2,3-
Diphosphoglycerat (2,3-DPG) wesentlich beeinflusst wird. Durch die verkiirzte Beta-Kette
wird die Sauerstoffaffinitat von HBOC uberwiegend durch Chlorid und nicht durch 2,3-
DPG reguliert.

Da die Sauerstoffaffinitdét von HBOC-200 mit einem Pso von 36 mmHg im Vergleich zu
humanem Hamoglobin deutlich erniedrigt ist, wird die Sauerstoffabgabe im Gewebe
erleichtert. Insbesondere bei azidotischen Verhaltnissen kann dartber hinaus durch die
besondere Auspragung des Bohr-Effekts leichter Sauerstoff abgegeben werden.

Da bei Oxyglobin® der Anteil an Polymeren mit einem Molekulargewicht unterhalb der
Nierenschwelle (<32.000 Dalton) gering ist, kommt es zu einer verlangerten intravasalen

Halbwertszeit. Es erfolgt nur eine sehr geringe renale Ausscheidung.
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Gleichzeitig wird dadurch der kolloid-osmotische Druck auf einem dem humanem Plasma
vergleichbarem Niveau gehalten. Weiterhin enthdlt HBOC-200 einen niedrigen Anteil an
Polymeren, die groéBer als 500.000 Dalton sind. Dadurch wird die Substanz nur in
geringen Mengen im Monozytar-Phagozytaren System (MPS) gespeichert.

Zur Vermeidung einer Oxidation der Hadmoglobinmolekiile mit nachfolgender Bildung von
Methamoglobinbildung wurde die Studienlésung nach dem ersten Eréffnen unter sterilen
Kautelen in einem mit Stickstoff gefluteten Vakuumbehaltnis bei Raumtemperatur
lichtabgeschirmt gelagert. Trotzdem wurde direkt vor Verwendung der Ldésung im
Rahmen des Versuches die Methamoglinkonzentration gemessen wobei bei einem Wert
>5% die Lésung verworfen wurde. Unabhangig hiervon wurden jedoch nach jeweils zwei

Versuchswochen angebrochene Restbestande verworfen.

Tabelle 3.2: Spezifika von HBOC-200 entsprechend Herstellerangaben

Parameter HBOC-200
(Oxyglobin®)
KOD (mmHg) 17
Viskositat 37° (mPa x s) 1,3
pH 7,6-7,9
Osmolalitét (mOsm/kg) 290-310
Natrium (mmol/l) 145-160
Kalium (mmol/I) 3,5-5,5
Chlorid (mmol/I) 105-120
Calcium (mmol/I) 0,5-1,5
Hamoglobin (g/dl) 12,0+1
p50 (mmHg) 36
Endotoxin (EU/ml) <0,02
Phospholipid (nM) <3

Polymerisiertes Hamoglobin

MGW>500.000 (%) <15
MGW~65.000 (%) <10
MGW<32.000 (%) <5
Freies Glutaraldehyd (pg/ml) <3,5
N-acetyl-L-cystein (%) <0,2
Partikel
>10p <50
>25u <5
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3.2.4. Narkose und Prédparation

Die Allgemeinandsthesie der Versuchstiere (New Zealand White Rabbits / 2,0-3,5 kg)
wurde vor Beginn des Versuches durch eine intramuskulare Gabe von 15 mg/kg S-
Ketamin (Pfizer, Karlsruhe) und 1,5 mg/kg Midazolam (Hoffmann-La Roche, Grenzach
Wyhlen) erreicht. Nach Aussetzen der Abwehrbewegungen erfolgte die Lagerung der
Tiere auf einen beheizbaren Kleintier-OP-Tisch (Heated Rodent Operating Table, Harvard
Apparatus, Holliston, MA, USA) in Rickenlage. AnschlieBend wurde unter
Sauerstoffinsufflation, EKG-Ableitung, rektaler Temperaturmessung und
pulsoximetrischer Uberwachung der Sauerstoffsattigung eine periphere Vene am linken
Ohr der Kaninchen punktiert.

Die Narkose wurde sodann als totale intravendse Anasthesie mit 30 mg kg! h'
Thiopental (Altana Pharma, Konstanz) und 40 ug kg™* h'! Fentanyl (Janssen-Cilag, Neuss)
Uber den inzwischen gelegten zentralvenésen Katheter in die Vena jugularis interna links
fortgefiihrt. Nach Applikation eines Fentanylbolus (7,5 pg/kg) und einer
Infiltrationsanasthesie mit 0,5 ml Lidocain 1 % (AstraZeneca, Wedel) wurde bei den
Tieren eine Tracheotomie durchgefiihrt, wobei die Tiere bei Bedarf bis zum Abschluss der
Tracheotomie Uber einen nasopharyngealen Vygon Tubus (Vygon, Aachen) ventiliert
wurden. Die kontrollierte Beatmung (Inspira Advanced Safety Ventilator, Harvard
Apparatus, Holliston, USA) erfolgte nach der Tracheotomie Uber einen Tubus mit einem
Durchmesser von 3mm und einer FIO, von 1,0. Normocapnie, Normothermie und
Normoglycamie wurden gewadhrleistet. Der CO,-Partialdruck wurde kontinuierlich
endexspiratorisch (Monitoreinheit mit Mainstream-Messung, Datex-Ohmeda, Helsinki,
Finnland) und intermittierend arteriell (ABL 505, Radiometer, Kopenhagen, Danemark)
bestimmt. Die Warmung der Tiere erfolgte bei Bedarf erganzend zum beheizbaren
Kleintier-OP-Tisch (Heated Rodent Operating Table, Harvard Apparatus, Holliston, MA,
USA) mit einer Warmelampe (Osram Siccatherm 280W). Zwei arterielle Zugange in der
rechten und linken Femoralarterie gewdhrleisteten die Durchfihrung von
Blutgasanalysen, die kontinuierliche Messung des Blutdrucks sowie die Erhebung einer
Referenzprobe zur Bestimmung der regionalen myokardialen Perfusion. Die FIO, betrug
wahrend der gesamten weiteren Prdparationsphase 1,0 unter kontrollierter Beatmung.
Um eine Atelektasenbildung zu vermeiden, wurde die Beatmung nach linksseitiger
Thorakotomie zwischen dem vierten und flnften Interkostalraum mit positiv-
endexspiratorischem Druck (5 mbar) fortgesetzt. Zur Darstellung der linken Arteria
coronaria circumflexa wurde eine Perikardiotomie durchgeflihrt, um anschlieBend einen
4-0 Seidenfaden um den ersten Ast der linken Arteria coronaria circumflexa nahe des
Ursprungs zu legen (Abb. 1la und b) [23]. Zum Schutz des GefaBes wurden beide
Fadenenden durch ein Filzplattchen (Meadox Dacron Felt) und anschlieBend durch ein
etwa drei cm langes Wattestabchen geflihrt. Somit konnte durch Fadenspannung eine

Unterbindung des GefaBes erfolgen [131].
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Ein Katheter wurde in das linke Herzohr gelegt, um eine Injektion von farbmarkierten
Mikrospharen zur Messung der regionalen myokardialen Durchblutung zu ermdglichen
[116]. Nach Abschluss dieser Praparation wurde die FIO, auf 0,3 reduziert und eine
Erholungsphase von 20 Minuten eingehalten. Erst zu diesem Zeitpunkt erfolgte die

Randomisierung der Tiere in die jeweiligen Therapiegruppen.

Abb. 1 a und b: Durchfihrung des Herzstiches im Bereich des ersten Astes der Arteria

circumflexa der linken Koronararterie

a)
Linker
Ventrikel
Linkes
Herzohr
b)

Nach der 20-minitigen Stabilisierungsphase und Erhebung der Ausgangswerte wurden
nun in den Prophylaxegruppen tber 5 min 0,4 g/kg (10-15 ml ad 20 ml Gesamtvolumen,
durch NaCl erganzt) HBOC-200 intravends verabreicht. Die anderen Gruppen erhielten zu

diesem Zeitpunkt ein dquivalentes Volumen an NaCl 0,9 % (siehe Tabelle 3.1).
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Die Koronarligatur wurde 15 Minuten spater fir 30 Minuten zugezogen (Abb.2). Nach 10-
minutiger Ligatur erfolgte in der Therapiegruppe die Injektion von 0,4 g/kg (10-15 ml ad
20 ml NaCl) HBOC-200, wahrend die Tiere der anderen Gruppen wiederum als
Volumenausgleich ein aquivalentes Volumen an NaCl 0,9 % erhielten. Im Laufe des
Versuches erfolgte eine kontinuierliche Messung von Hdmodynamik und paSO,. Weiterhin

wurden wiederholt Blutgase, Hdmoglobin- und Blutzucker-Konzentrationen bestimmt.

Abb. 2: Zuzug der Koronararterie, sichtbar wird ein Verblassen der distal der Okklusion

gelegenen Areale des linken Ventrikels

Koronarokklusion
Faden durch
Wattestabchen

Katheter
im linken
Herzohr

Nach dem Offnen der Ligatur folgte die 240-miniitige Reperfusionsphase. Am
Versuchsende wurde die Koronarligatur erneut zugezogen und 1 ml/kg Patent-Blau 2 %
intravends injiziert (Abb. 3).

Durch Injektion von 2 mmol/kg KCL wurde bei allen Tieren der Exitus letalis
herbeigeflihrt. Darauf erfolgte die sofortige Entnahme des Herzens nach Absetzen an den
groBen GefaBen. In einer speziellen Matrix (Heart Matrix For Rabbits, Harvard Apparatus,
Holliston, MA, USA) wurden die Herzen in 2 mm dicke atrioventrikuldre, basisparallele
Scheiben geschnitten. Sodann wurde von den entstandenen Gewebeschnitten jeweils die
Herzspitze zur Bestimmung des Blutflusses entnommen. Anschliessend erfolgte dann
unter dem Mikroskop eine Trennung des infarktgefédhrdeten vom nicht infarktgefahrdeten
(blau gefarbten) Gewebe, um den jeweiligen Blutfluss zu bestimmen. Samtliche

nachfolgende Untersuchungen erfolgten , verblindet”.
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Abb. 3: Darstellung des Herzens nach erneuter Anlage der Koronarokklusion und
Injektion von Patent-Blau 2 %. Die weiter perfundierten Areale stellen sich blau gefarbt

dar, wahrend die ischamischen Areale nicht angefarbt werden (,,Area at Risk”).

3.2.5. Intraoperative Messwerte
Die Zeitpunkte fir die entsprechenden Messwerte sind Tabelle 3.2 zu enthnehmen.

3.2.5.1. INSPIRATORISCHE SAUERSTOFFKONZENTRATION UND KAPNOMETRIE

Mittels einer Elektrode wurde in einem vor das Beatmungsgerat geschalteten Reservoir
(Oxydig, Drager, Llibeck) die inspiratorische Sauerstoffkonzentration gemessen. Die
Kapnometrie wurde kontinuierlich durch einen Normocap™ Monitor (Datex-Ohmeda,
Helsinki, Finnland) gemessen und grafisch auf dem Monitor (Tram 200 A, Marquette,
Milwaukee, USA) dargestellt. Die erhobenen Daten wurden nicht ausgewertet, da eine
quantitative Messung aufgrund der Verwendung eines ungeblockten Tubus beim Kleintier
nicht mdglich ist. Die mit der Kapnometrie erhobenen Daten wurden lediglich qualitativ
genutzt, um frihzeitig eine Dislokation oder Verlegung des Beatmungstubus zu erkennen

und den Verlauf der Kurve beurteilen zu kénnen.

3.2.5.2. HAMODYNAMIK

Herzfrequenz und arterieller Blutdruck

Uber drei am Thorax der Tiere angebrachte Klebeelektroden fiir Neugeborene (Agilent
13953D, Agilent Technology, Andover, USA) erfolgte die kontinuierliche EKG-Ableitung
sowie die Ubertragung auf einen Monitor (Tram 200 A, Marquette, Milwaukee, USA). Hier
wurde zu den jeweiligen Messzeitpunkten die Herzfrequenz abgelesen.

Durch den in der linken Femoralarterie angelegten arteriellen Zugang erfolgte die
dauerhafte Ableitung des arteriellen Blutdruckes Uber einen elektromagnetischen

Druckaufnehmer (Logical, Medex, Klein-Winternheim).
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Auch diese Daten wurden auf dem Monitor (Tram 200 A, Marquette, Milwaukee, USA)

durchgehend dargestellt und tGberwacht.

Rate-Pressure Product (RPP)

Das sogenannte Rate-Pressure Product (RPP) ist ein sensitiver, indirekter Index fiir den
myokardialen Sauerstoffverbrauch (mVO,) [25]. Dies gilt sowohl bei wachen Patienten,
als auch wahrend der Narkose [25]. WILKINSON et al. konnten nachweisen, dass die
Sensitivitdat des RPP auch unter hamodynamisch instabilen Bedingungen weiterhin
gegeben ist.

Das RPP errechnet sich nach folgender Formel:

RPP = Herzfrequenz x systolischer Blutdruck / 1000

Das RPP wurde im Rahmen unseres Versuches berechnet, da ein Uber langere Zeit
bestehender erhéhter Sauerstoffverbrauch, z.B. durch Tachykardie und/oder
Hypertension, bei eventuell durch Reperfusionsschaden bedingter Minderdurchblutung
des Myokards zu einem Sauerstoffmangel in den Myokardzellen flihren kann. Bereits

dadurch kann das Infarktareal vergréBert werden.

Zentraler Venendruck
Der zentrale Venendruck (ZVD) wurde intermittierend Uber den zentralvendsen Zugang

mittels des oben genannten Druckaufnehmers bestimmt.

3.2.5.3. BLUTGASANALYSEN, ELEKTROLYT- UND HAMOGLOBINKONZENTRATIONEN

Uber den arteriellen Zugang in der rechten Femoralarterie erfolgte die Entnahme von
arteriellem Blut fiur Blutgasanalysen (BGA) sowie zur Bestimmung der
Blutglukosekonzentration und der anderen laborchemischen Parameter, wobei hierfir
jeweils ein Milliliter arterielles Blut abgezogen wurde. Die Bestimmung von pH, paO,,
paCO,, ionisiertem Calcium, Kalium und Natrium erfolgte mittels Blutgasanalysator (ABL
505, Radiometer, Kopenhagen, Ddnemark). Weiterhin wurden folgende Parameter
berechnet: Standard-Baseniberschuss (SBE) und Standard-Bikarbonat (SBc).

AuBerdem wurden die Gesamthamoglobinkonzentration (tHb), Sauerstoffsattigung
(Sa0;) sowie der Anteil an Oxyhamoglobin (HbO,), Carboxyhadmoglobin (COHb),
Methamoglobin (MetHb) und ,freiem”, plasmatisch geléstem Hamoglobin (fHb) bestimmt
(OSM 3, Radiometer, Kopenhagen, Dd@nemark). Das plasmatisch geléste Hamoglobin
wurde nach Zentrifugation (5 min bei 5000 rpm, Heraeus Sepatech, Kendro-Heraeus,
Berlin) von 80 ul Blut aus dem Plasmatlberstand bestimmt.

Die Bestimmung der Blutzuckerkonzentration erfolgte mittels B-Glukose Analyzer

(Hemocue, Angelholm, Schweden).
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3.2.5.4. KORPERTEMPERATUR

Auf die Einhaltung der Normothermie der Tiere wurde sowohl bei der Praparation als
auch im weiteren Versuchsablauf strikt geachtet. Hierfiir wurde vor Beginn der
Praparation bei jedem Kaninchen eine rektale Temperatursonde eingefihrt und die
Kdrpertemperatur kontinuierlich auf dem Monitor Uberwacht. Neben der Warmung uber
den beheizbaren Operationstisch wurde bei Bedarf eine Warmelampe (Osram Siccatherm
280W) eingesetzt.

3.3. Organaufarbeitung

Nach Absetzen an den groBen GefaBen wurde das Herz entnommen, mit kalter NaCl-
Lésung gespllt und gewogen. Danach wurde es in die zuvor bei -20° C vorgekihlte
Matrix (Heart Matrix, Harvard Medical Instruments, Holliston, USA) hineingelegt, wobei
es vorher mit Frischhaltefolie eingewickelt wurde, um Gefrierbrand zu vermeiden.
AnschlieBend wurde es bei -20° C flir 20 Minuten eingefroren, um das Lamellieren zu
vereinfachen. Das Herz wurde dann in der gekihlten Matrix in 2 mm dicke Schnitte
basisparallel lamelliert.

Zur Bestimmung des regionalen myokardialen Blutflusses wurde die Herzspitze zur
Messung des Blutflusses in der ,Area at Risk” und eine Gewebescheibe oberhalb der
Ligatur zur Messung des Blutflusses in der ,non-Area” entnommen. Die verbliebenen
Schnitte wurden fir die Bestimmung der ,Area at Risk” und die TTC-Farbung verwendet
(siehe 3.5.).
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Tabelle 3.3: Ubersicht der intraoperativen Messpunkte und der jeweiligen Parameter

Messpunkt | Zeitpunkt Messparameter

1 (M1) Ruhephase + 20 min FIO,, HF, MAP, Temp, Sa0,

2 (M2) Ruhephase + 25 min FIO,, HF, MAP, Temp, Sa0,

3 (M3) Ruhephase + 30 min FIO,, HF, MAP, Temp, Sa0,, BGA, Hb,
fHb, COHb, ZVD, BZ, E-lyte

4 (A5) Applikation 1 + 5 min FIO,, HF, MAP, Temp, Sa0,, BGA, Hb,
fHb, COHb, ZVD, BZ, E-lyte

5 (A15) Applikation 1 + 15 min FIO,, HF, MAP, Temp, Sa0O,

6 (A25) Applikation 1 + 25 min FIO,, HF, MAP, Temp, Sa0,

7 (L5) Ligatur + 5 min FIO,, HF, MAP, Temp, Sa0,, BGA, Hb,
fHb, COHb, ZVD, BZ, E-lyte

8 (A2) Applikation 2 FIO,, HF, MAP, Temp, Sa0,

(= Ligatur + 15 min)

9 (L20) Ligatur + 20 min FIO,, HF, MAP, Temp, Sa0,, BGA, Hb,
fHb, COHb, ZVD, BZ, E-lyte

10 (L25) Ligatur + 25 min FIO,, HF, MAP, Temp, Sa0O,

11 (R2) Reperfusion + 2 min FIO,, HF, MAP, Temp, Sa0,, BGA, Hb,
fHb, COHb, ZVD, BZ, E-lyte

12-34 (R10- | Reperfusion + jeweils FIO,, HF, MAP, Temp, Sa0,

R230) 10 min bis + 230 min

35 (R240) Reperfusion + 240 min FIO,, HF, MAP, Temp, Sa0,, BGA, Hb,
fHb, COHb, ZVD, BZ, E-lyte

3.4. Regionaler myokardialer Blutfluss (RMBF)

3.4.1. Messprinzip

Die Erhebung des regionalen myokardialen Blutflusses erfolgte mittels farbgekoppelter
Mikrospharentechnik. Diese Technik zeigte vergleichbare Ergebnisse zu herkémmlichen
Messungen mittels radioaktiv markierter Mikrospharen [26]. Mit diesem Verfahren
werden quantitative Angaben Uber die regionale Perfusion von ,Area at Risk”-Arealen
und nicht ischamischem Gewebe mdglich. Das Prinzip der Mikrospharentechnik beruht
darauf, dass in den linken Vorhof injizierte Mikrosphdaren mit einem Durchmesser von
etwa 15+1 pm frei mit dem Blutfluss zirkulieren, bis sie in einer Kapillare, deren
Durchmesser geringer ist als der Durchmesser der Mikrospharen, stecken bleiben und
diese somit verschlieBen. Die Anzahl der Mikrosphdren, die in einer bestimmten Menge
an Herzgewebe stecken bleibt, ist somit proportional zu dem diese Mikrosphdren

enthaltenden Blutvolumen, das eben dieses Gewebe perfundiert.
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Die Mirkospharen embolisieren zwar einen kleinen Teil der Kapillaren, aufgrund der
hohen Anzahl der Kapillaren im Verhaltnis zu den Mikrospharen hat dies jedoch keine
relevanten hamodynamischen Auswirkungen. Eine Minute vor der Mikrospharen-Injektion
wird mit der Entnahme einer arteriellen Referenzblutprobe begonnen, welche mit einer
Rate von 2,0 ml/min Uber eine Minute nach Applikation fortgeflihrt wird. Um den Blutfluss
zu verschiedenen Zeitpunkten messen zu kénnen, ist die Verwendung von verschieden

farbigen Mikrospharen mit demselben Durchmesser notwendig.

3.4.2. Messprotokoll
3.4.2.1. MESSZEITPUNKTE
In der vorliegenden Studie wurde zu vier unterschiedlichen Zeitpunkten der regionale

myokardiale Blutfluss erfasst (Tabelle 3.4).

Tabelle 3.4: Zeitpunkte der Mikrosphareninjektion

Mikrosphdrenfarbe Versuchszeitpunkt

Rot Ruhephase + 30 min (Baseline)
Gelb Ligatur + 5 min

Violett Reperfusion + 2 min

Weil Reperfusion + 240 min

In der Negativ-Kontrollgruppe erfolgte die regionale myokardiale Blutflussbestimmung zu

den entsprechenden Zeiten der jeweiligen Versuchseinheiten.

3.4.2.2. MIKROSPHARENVORBEREITUNG, APPLIKATION, GEWINNUNG DER REFERENZPROBE

Im Folgenden soll der Ablauf der Mikrospharenapplikation, inklusive der Vorbereitung der
Mikrospharen und deren Auswertung beschrieben werden.

Fir jede Messung wurden etwa 750.000 markierte Mikrosphdren eines Farbtons (gelbe,
rote, violette oder weiBe Polystyrene Mikrosphdren der Firma Trinton Technology, San
Diego, USA) mit einem Durchmesser von etwa 15+1 um in den linken Vorhof als Bolus
injiziert. Zuvor wurde eine Stammldsung der Mikrospharen angesetzt, die 750.000
Mikrospharen/ml enthielt. Diese Stammldsung, die sich kontinuierlich in einem Rotator
befand, wurde eine Minute mit Hilfe eines Vortex (VF2, Jahnke und Kunkel, Staufen) bei
geringer Drehzahl rotiert. Danach wurde die Stammldsung in einem Sonicator (Soniplus
HD 2070, Bandelin electronics, Berlin) eine Minute lang durchmischt, um eine
gleichmassige Verteilung der Mikrospharen in der Stammldsung zu erreichen. Sofort
danach wurden 1000 pl aus der Stammldésung pipettiert und in eine 2 ml Spritze

umagefillt. Diese wurde bis unmittelbar vor der Injektion mechanisch geschittelt.
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Um die notwendige Referenzprobe zu gewinnen, wurde die Rickzugspumpe (11plus,
Harvard Medical Instruments, Holliston, MA, USA) unter Verwendung einer
Perfusorleitung an den arteriellen Zugang des Kaninchens angeschlossen. Zum Rickzug
des Blutes wurde eine 50 ml Perfusorspritze verwendet, die mit 60 mg EDTA gefillt war,
um eine Gerinnung des Blutes zu verhindern. Die Riickzugspumpe wurde dann mit einer
Rate von 2 ml/min gestartet. Sobald eine Blutsaule in der Perfusorleitung sichtbar wurde,
wurde mit der Injektion der Mikrospharen begonnen. Die Mikrospharen wurden Uber
einen Zeitraum von einer halben Minute Uber den Katheter im linken Vorhof injiziert. Im
Folgenden wurden die Injektionsspritze und der Vorhofkatheter mit insgesamt 4x2 ml
NaCl 0,9 % gespillt, um die Adhasion der Mikrosphdren an Spritze und Katheter
maoglichst zu vermeiden. Nach der Spllung wurde der Rickzug des Blutes lber die
Riickzugspumpe zwei Minuten fortgesetzt. Das so gewonnene Blut wurde dann in ein 50-
ml-Zentrifugenrdhrchen umgefillt. Die Perfusorspritze wurde daraufhin dreimal mit
jeweils 6 ml/ 4 ml/ 3 ml 1 %igem TWEEN 80 gespllt und die Splllésung ebenso in das
Zentrifugenréhrchen hinzugegeben.

Das Zentrifugenrohrchen wurde daraufhin mit BHR (Blood hemolysis reagent; 10 %iges
Triton X-100) auf 45 ml aufgeflllt. Am Versuchsende wurden zu allen
Zentrifugenrdhrchen - d.h. sowohl denjenigen in denen sich die Referenzprobe befand,
als auch denjenigen, die die Gewebeproben enthielten, sowie am Ende und am Anfang
der Pipettierreihe in jeweils ein Roéhrchen zur Verfahrenskontrolle - 5000 blaue
Mikrospharen hinzugegeben. Diese Pipettierreihe wurde immer von derselben Person
durchgefiihrt. Die Aufarbeitung der Gewebeproben erfolgte strikt nach Anweisung des
Herstellers der Mikrospharen (Dye-Track Tissue Processing And Microsphere Recovery

Procedure, Triton Technologies, San Diego, CA, USA).

3.4.2.3. GEWINNUNG DER GEWEBEPROBEN, VERARBEITUNG DER PROBEN

Nach Tétung des Versuchstieres, Entnahme des Herzens und Lamellierung des Gewebes,
erfolgte an den Schnitten unter dem Mikroskop eine Trennung des infarktgefahrdeten
(,Area at Risk”) vom nicht ischamischen (Patent-Blau gefdarbten) Gewebe. Daraufhin
wurden beide Gewebeportionen gewogen. Alle Gewebeproben der ,Area at Risk” wurden
gesondert von den entsprechenden Gewebeproben des nicht ischamischen Gewebes in
Zentrifugenréhrchen verbracht. Zur Prozesskontrolle wurden jeweils auch die beiden
Nieren der Tiere entnommen und nach Dreiteilung, Wiegen der Gewebestiicke und
Verbringen in ein Zentrifugenréhrchen entsprechend den Gewebeproben des Herzens
behandelt. Danach wurde den Zentrifugenréhrchen jeweils 20 ml ADR (Alkaline Digestion
Reagent; 1,0 M KOH) zugefiigt, die R6hrchen danach lber Nacht in ein Warmebad bei
600 C verbracht. Uber Nacht wurde das Gewebe, als auch die Referenzprobe durch ADR

digestiert.
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Am nachsten Morgen wurden die Réhrchen aus dem Wasserbad entnommen, kurz auf
dem Vortex geschittelt, danach erfolgte die visuelle Kontrolle, ob das gesamte Gewebe
digestiert wurde. War noch nicht das gesamte Gewebe homogenisiert, wurde die
Digestion bis zur vollstandigen Homogenisierung fortgesetzt. Die R6hrchen wurden dann
15 Minuten bei 1500 G zentrifugiert, der Uberstand (iber den abgesetzten Mikrosphéren
wurde abgesaugt. Mit Hilfe des Sonicators (drei Minuten bei 50 %) wurden dann die
Mikrospharen aus dem verbliebenen Geweberesten geldst.

Um ein vollstandiges Auslésen der Mikrospharen zu gewahrleisten, musste die Lésung vor
erneuter Behandlung mit dem Sonicator mit 10 % Triton X-100 Reagenz noch zweimal
resuspendiert werden.

Nach fiinfminitigem Zentrifugieren und Absaugen des Uberstands wurden die letzten
Schritte wiederholt, bis nach zweimaligem Resuspendieren nur noch eine kleines Pellet in
dem Roéhrchen verblieb, welches nur noch aus Mikrospharen bestand. Dieses Pellet wurde
Uber Nacht im Warmebad getrocknet, am nachsten Tag wurde entsprechend der
Anweisung des Herstellers 200 ul des Lésungsmediums DMF (Dimethylformamid)
hinzugefligt, um die Hullen der Mikrosphdren aufzulésen, die Farbstoffe wurden somit
aus den Mikrosphdren gelést [124]. Die Réhrchen wurden erneut auf dem Vortex
geschittelt und zentrifugiert. Am Boden der Roéhrchen befanden sich daraufhin nur die
Hillen der Mikrospharen, wahrend sich der extrahierte Farbstoff im Uberstand befand.
Zur spectrophotometrischen Messung wurde der Uberstand in eine 200 pl fassende

Mikroklvette pipettiert und daraufhin die Absorption (AU) der Lésung gemessen.

3.4.2.4. BERECHNUNG DES BLUTFLUSSES

Die Berechnung des Blutflusses im Gewebe erfolgte mit Hilfe des Matrix Inversions
Programmes (Triton Technologies, San Diego, CA, USA). Durch die mit Hilfe der
spectrophotometrischen Messung gewonnenen Absorptionswerte fiir die einzelnen
verwendeten Farbstoffe (rot, gelb, violett, weiB und blau als Parameter fir die
Genauigkeit der Messung), konnte die Anzahl der im Gewebe bzw. in der Referenzprobe
enthaltenen Mikrosphdaren berechnet werden. Der regional myokardiale Blutfluss
entspricht dem Verhaltnis aus der Absorption der myokardialen Gewebeprobe zur
Referenzblutprobe multipliziert mit der Rate der Referenzblutprobenentnahme. Der
myokardiale Fluss wird in Beziehung zum ermittelten Probengewicht gesetzt und in
Milliliter pro Minute pro Gramm Gewebe angegeben. Der Blutfluss im Gewebe wird

daraufhin nach folgender Formel berechnet:
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Blutfluss im Gewebe (ml g min™): Ag X Vrer X Arer * X Wg™!

Ag = Absorption flr den jeweiligen Farbstoff im Gewebe
V.ef = Rlckzugsrate der Referenzprobe (2 ml/min)

A = Absorption der Referenzprobe

Ws = Gewicht der jeweiligen Gewebeprobe

Auf der Grundlage dieser Formel Ildsst sich zu jedem Zeitpunkt, zu dem die
unterschiedlich gefarbten Mikrospharen in dem Versuch eingesetzt wurden, der jeweilige

Blutfluss im Gewebe berechnen.

3.5. TTC-Farbung und ,,Area at Risk”

Das Versorgungsareal des ligierten Gefasses, die sogenannte ,Area at Risk”, entspricht
der nach der Injektion von Patent-Blau nicht angefarbten Flache der Herzschnitte. Zur
Vermeidung einer Unscharfe bei der Flachenberechnung durch ein Verwaschen der
Patent-Blau-markierten Areale im Rahmen der weiteren Farbung wurden die Schnitte
unmittelbar nach dem Schneiden beidseitig eingescannt. Die ,Area at Risk” stellt sich in
den Schnitten als ungefarbtes Myokard scharf abgegrenzt innerhalb des restlichen
Gewebes des Herzens dar (Abb. 4). Erst danach erfolgte die Farbung der Gewebeschnitte
mit Triphenyl-Tetrazolium-Chlorid (TTC).

Zur Darstellung des Infarktareals innerhalb der Gewebeschnitte erfolgte entsprechend
vorbeschriebener Technik [28] eine Farbung der Schnitte in Multilayers mit Triphenyl-
Tetrazolium-Chlorid (TTC) in 0,2 mol Trispuffer (pH=7,8; Serva Biochemica, Heidelberg).
Nach zehnmin(tiger Inkubation bei 379 C im Wasserbad wurde die Reaktion durch 6
%iges Formalin terminiert. Daraufhin wurden die Schnitte erneut von beiden Seiten
eingescannt.

Die Anfarbung der Gewebeschnitte mittels TTC basiert auf einer Reduktion wvon
Tetrazolium mit Offnung der Ringstruktur und Umwandlung in das rote Formazan. Der
Prozess erfolgt enzymabhéangig durch an die Membran gebundene Oxidasen mit den Co-
Enzymen NADH und NADPH, welche zu NAD bzw. NADP oxidiert werden. Die Farbung
erfolgt nicht mehr, wenn die Konzentrationen von NADH/NADPH unter 80 pmol/mg
Gewebe abfallen [29]. TTC weist somit einen Mangel an Co-Enzymen im infarzierten
Myokard nach (Abb. 5). Die Ausdehnung der Infarkte ist nahezu identisch mit
ultrastrukturellen Nachweisen  der transmuralen Infarktausdehnung mittels

Elektronenmikroskopie [29].
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Abb. 4: Die ,Area at Risk” stellt sich als durch TTC nicht angefarbtes, rotliches Areal dar.

Abb. 5: Die Infarktareale stellen sich in der Abbildung durch Anfarbung mit TTC weil3

dar.
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4. Ergebnisse

4.1. Intraoperative Messwerte
4.1.1. Gewicht der Tiere
Tabelle 8.1 im Anhang zeigt das Kérpergewicht der Kaninchen. Im Gruppenvergleich

konnten keine Unterschiede zwischen den Gruppen festgestellt werden.

4.1.2. Hamodynamische Parameter: Herzfrequenz, Blutdruck und rektale
Koérpertemperatur

Zwischen den Gruppen gab es bei den Ausgangsparametern von Herzfrequenz und
arteriellem Blutdruck keinerlei Unterschiede. Im Vergleich zu der Positiv-Kontrolle kam es
bei Applikation von HBOC sowohl in der Prophylaxe-, als auch in der Therapiegruppe zu
einem signifikanten Abfall der Herzfrequenz. Dies blieb bis zum Versuchsende bestehen.
Im Vergleich zu der Negativ-Kontrolle kam es nur vereinzelt gegen Ende des Versuches
zu signifikanten Unterschieden nach der Applikation von HBOC. Der Verlauf der
Herzfrequenz ist als MW£SD in Tabelle 8.2 im Anhang dargestellt. Aus Grinden der
Ubersichtlichkeit wird auf die Darstellung jedes einzelnen Messzeitpunktes verzichtet.

Der mittlere arterielle Blutdruck stieg nach der prophylaktischen Applikation von HBOC
im Vergleich zur Positiv-Kontrolle signifikant an. Dieser signifikante Unterschied war bis
ca. 90 Minuten vor Versuchsende nachweisbar, danach waren die Unterschiede nicht
mehr signifikant. Im Vergleich zur Negativ-Kontrolle konnten keine signifikanten
Unterschiede festgestellt werden. Die therapeutische Applikation von HBOC flihrte im
Gegensatz dazu zu keinem signifikanten Anstieg des arteriellen Mitteldruckes. Der Verlauf
des mittleren arteriellen Blutdruckes ist als MW*SD in Tabelle 8.3 im Anhang dargestellt.
Trotz der oben geschilderten Verdnderungen bei den hamodynamischen Parametern kam
es - von einem Messpunkt abgesehen, bei dem das RPP in der Prophylaxegruppe
signifikant niedriger war als in der Negativ-Kontrolle - im gesamten Versuchsablauf bei
dem Rate-Pressure Product (RPP) zu keinen signifikanten Unterschieden zwischen den
Gruppen.

Da ein Anstieg des arteriellen systolischen Blutdruckes durch die Applikation von HBOC-
200 mit einem Abfall der Herzfrequenz einherging, glichen sich diese Veranderungen bei
der Berechnung des RPP aus.

Somit kommt es wahrend des Versuches durch die Applikation des bovinen
Sauerstofftragers HBOC-200 indirekt durch das RPP berechnet zu keinem Anstieg des
myokardialen Sauerstoffverbrauches. Die einzelnen Werte sind in Tabelle 8.4
wiedergegeben.

Auch die rektal gemessene Kdérpertemperatur zeigte keinen Unterschied zwischen den

verschiedenen Gruppen, wie man Tabelle 8.5 entnehmen kann.
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4.1.3. Blutgasanalyseparameter

Hierbei wurden insbesondere die Parameter pH-Wert, arterieller CO,- und O,-
Partialdruck, sowie Standardbikarbonat und Standardbasentberschuss einer besonderen
Betrachtung unterzogen. Weiterhin wurde die inspiratorische Sauerstoffsattigung und die
mittels Blutgasanalyse bestimmte Sauerstoffsattigung ausgewertet Die einzelnen
Parameter zu den verschiedenen sechs Messzeitpunkten sind in den Tabellen 8.6 bis 8.11
als MW£SD im Anhang dargestellt.

Die Ausgangswerte aller bestimmten Parameter zeigten keinen Unterschied zwischen den
einzelnen Gruppen. Auch im weiteren Versuchsablauf kam es sowohl nach Applikation
von HBOC als auch wahrend der Ischamie und Reperfusion zu keinerlei Unterschieden

zwischen den Untersuchungsgruppen.

4.1.4. Elektrolyt- und Blutzuckerkonzentration

Bei den Ausgangsparametern gab es lediglich einen signifikant niedrigeren Kaliumwert in
der Prophylaxegruppe im Vergleich zu der Positiv-Kontrolle. Im weiteren Verlauf des
Versuches konnten jedoch bis zum Versuchsende keinerlei signifikanten Unterschiede
zwischen den einzelnen Gruppen festgestellt werden.

Die Blutzuckerwerte unterschieden sich bei der Ausgangsmessung nicht zwischen den
einzelnen Therapiegruppen. Im Verlauf des Versuches kam es in allen Gruppen zu einem
Anstieg der Blutzuckerwerte, ohne dass dabei jedoch ein signifikanter Unterschied
zwischen den Gruppen festgestellt werden konnte.

Die Messwerte flr die Elektrolyte sind im Anhang in den Tabellen 8.12 bis 8.14

wiedergegeben, die Blutzuckerwerte sind in der Tabelle 8.15 im Anhang dargestellt.

4.1.5. Himoglobinkonzentrationen

In den Tabellen 8.16 bis 8.19 im Anhang sind sowohl die gesamte
Hamoglobinkonzentration als auch das plasmatische Hamoglobin, das
Carboxyhamoglobin, das Oxyhamoglobin, sowie das Methamoglobin dargestellt.

Die Ausgangswerte der einzelnen Parameter unterschieden sich nicht zwischen den
Gruppen. Die gesamte Hamoglobinkonzentration zeigte auch im weiteren Versuchsablauf
keinen Unterschied zwischen den Gruppen, obwohl in der Therapie als auch in der
Prophylaxegruppe plasmatisch geldstes, nicht zellgebundenes Hamoglobin in Form von
HBOC hinzugefiigt wurde. Die Applikation von HBOC in der Prophylaxe- als auch in der
Therapiegruppe flUhrte jedoch zu einem signifikanten Anstieg des plasmatischen
Hamoglobins im Vergleich zu den nicht behandelten Gruppen.

Die prophylaktische Applikation von HBOC fiihrte zu einem kurzfristigen signifikanten

Anstieg des Methamoglobins im Vergleich zu der Positiv-Kontrolle.
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Dieser Unterschied konnte zumindest bis zum Beginn der Reperfusion nachgewiesen
werde.

Nach 240-mindtiger Reperfusion konnte wiederum kein Unterschied zwischen den
einzelnen Gruppen festgestellt werden. Die Werte des Carboxyhamoglobins zeigten
wahrend des gesamten Versuchsablaufes keinen Unterschied zwischen den Gruppen.
Hingegen waren die Werte des Oxyhamoglobins bei der Ausgangsmessung in der
Negativ-Kontrollgruppe signifikant héher als in der Prophylaxegruppe, und wahrend der

beiden in der Reperfusion bestimmten Messwerte héher als in der Therapiegruppe.

4.2. ,Area at Risk”

Mit Hilfe des am Versuchsende applizierten Patent-Blau wurden die Flachen der ,Area at
risk”, d.h. der Areale in den Herzschnitten, die sich nach erneuter Anlage der
Koronarokklusion nicht blau farbten, dargestellt.

In Abbildung 4.1 ist der jeweilige Durchschnittswert der ,Area at Risk” in den einzelnen
Gruppen als Prozentsatz der Flache der linken Ventrikel dargestellt. Die ,Area at Risk”
war in den drei Gruppen, die sich einer 30-minitigen Ischdamiezeit unterziechen mussten
mit 20 bis 25 % nahezu identisch groB. Statistische Unterschiede zwischen den einzelnen
Gruppen konnten nicht festgestellt werden.

Wenngleich die Flache der ,Area at Risk” in der Negativ-Kontrollgruppe etwas kleiner
erscheint, ergaben sich keinerlei signifikante Unterschiede in Bezug auf die anderen

Tiergruppen.

Abb. 4.1:  Area at Risk” in Relation zur Flache des linken Ventrikels (MWxSD)
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4.3. Infarktareale

Die Infarktareale wurden mit Hilfe der TTC-Farbung markiert und am Monitor in Relation
zu der ,Area at Risk” ausgemessen. Die GroBe der Infarktareale ist somit in Prozent der
~Area at Risk” angegeben. In der Negativ-Kontrollgruppe wurde ein Infarktareal von
9+10 % der ,Area at Risk” dokumentiert und war somit signifikant kleiner als in der
Positiv-Kontrollgruppe, in der eine GroBe des Infarktareals von 48+17 % der ,Area at
Risk” ausgemessen wurde (p=0,002). Auch in den beiden mit HBOC behandelten
Gruppen konnte eine signifikante Reduktion des Infarktareals im Verhaltnis zu der
Positiv-Kontrollgruppe festgestellt werden.

Wahrend die prophylaktische Applikation von HBOC zu einer GréBe des Infarktareals von
25+13 % der ,Area at Risk” fuhrte (p=0,026 vs. Positiv-Kontrolle), fuhrte die
therapeutische Applikation der bovinen Hamoglobinlésung mit einer Flache von 22+20 %
der ,Area at Risk” ebenfalls zu mehr als einer Halbierung des Infarktareals im Vergleich
zu der Positiv-Kontrollgruppe (p=0,009 vs. Positiv-Kontrollgruppe). Die jeweilige GroBe

der Infarktareale im Verhaltnis zur ,Area at Risk” ist in Abbildung 4.2 wiedergegeben.

Abb. 4.2: GroBe der Infarktareale in Relation zu der GréBe der ,Area at Risk” (*p<0,05

vs. Positiv-Kontrollgruppe)
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4.4. Blutflussmessung mit Mikrospharentechnik

4.4.1. Mikroperfusion ,,non Area”

Die Mikroperfusion in dem Gewebe der ,non Area” ist in Abbildung 4.3 dargestellt. Die
jeweiligen Messwerte finden sich im Anhang in Tabelle 8.20. Es wird deutlich, dass sich
die Blutflusswerte in der ,non Area” zwischen den einzelnen Gruppen nicht

unterscheiden.
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Abb. 4.3: Mikroperfusion im Gewebe der ,non Area” zu den unterschiedlichen

Zeitpunkten
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4.4.2. Mikroperfusion , Area at Risk”
Die Mikroperfusion in dem Herzgewebe der ,Area at Risk” ist in Abbildung 4.4 und in

Tabelle 8.21 im Anhang wiedergegeben.

Abb. 4.4: Mikroperfusion , Area at Risk” zu den unterschiedlichen Zeitpunkten (* p<0,05

vs. Negativ-Kontrolle, # p<0,05 vs. Baseline)
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Es zeigt sich wahrend der Ischamie ein deutlicher Abfall der Mikroperfusion auf Werte um
den Nullpunkt, wohingegen die Mikroperfusion in der Negativ-Kontrollgruppe nahezu
unverandert bleibt. Direkt nach Reperfusion zeigt sich in allen Tiergruppen, die einer
Koronarokklusion unterzogen wurden, eine Hyperperfusion, sowohl im Vergleich zu der
Negativ-Kontrollgruppe, als auch im Vergleich zu den jeweiligen Ausgangswerten. Nach
240-minutiger Reperfusionszeit fallt die Mikroperfusion auf Werte im Bereich der Baseline
ab.
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5. Diskussion

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine prophylaktische und therapeutische
Gabe von HBOC-200 im Ischamie- und Reperfusionsmodell am Kaninchen die
Infarktgrésse signifikant reduziert. Vorhergegangene Versuche an der Ratte konnten
diesen Effekt nur bei der prophylaktischen Gabe zeigen [6].

In der vorliegenden Arbeit sollte aber als Hauptziel die Hypothese Uberprift werden, ob
der nachgewiesene Effekt von HBOC-200 auf das Infarktareal mit einem erhdhten

regionalen myokardialen Blutfluss einhergeht.

5.1. Mikrozirkulation mittels Mikrosphdrentechnik

Als Standard zur Messung des regionalen mykardialen Blutflusses (RMBF) wurde in den
60er Jahren die Mikrospharentechnik unter der Verwendung von radioaktiv markierten
Mikrospharen etabliert und validiert [125-127]. Das Prinzip der Mikrospharen geht bis in
das Jahr 1909 zuriick, als die Pohlmann AG erste Versuche mit Partikeln aus Starke
unternahm. Das Prinzip der radioaktiv markierten Mikrospharen ist aber mit dem Nachteil
der hohen Kosten flir das durchflihrende Labor und strengen Sicherheitsvorgaben
belastet. Weiterhin muss fiir die Messung der Radioaktivitdt eine entsprechende Gamma-
Kamera angeschafft werden, was ebenfalls mit hohen Kosten verbunden ist. In jlingerer
Zeit wurden deshalb farbgekoppelte Mikrospharen entwickelt und validiert [26]. Diese
werden nach einem entsprechenden Protokoll des Herstellers aufgearbeitet, in dessen
Verlauf die Arbeit des Labors durch Qualitdtskontrollen berwacht werden kann. Die in
diesem Versuch erzielten Messwerte fir den regionalen myokardialen Blutfluss (RMBF)
sind plausibel und nachvollziehbar.

Durch die Applikation von Patent-Blau konnte die Trennung der Gewebe in ,Area at
Risk” und ,non Area” erfolgen. AnschlieBend konnten die Mikroperfusionsverhaltnisse fir
beide Gewebeanteile getrennt dargestellt werden, wobei sich kein signifikanter
Unterschied in den Mittelwerten der Mikroperfusion zeigte. Darlberhinaus blieb die
Mikroperfusion in den nicht okkludierten Arealen stabil. Auch in der Negativ-
Kontrollgruppe, d.h. der Gruppe, in der keine Koronarokklusion durchgefiihrt wurde,
blieben die Werte der Mikroperfusion durchgehend stabil.

Entsprechend des Versuchssettings zeigten sich jedoch in der ,Area at Risk”
entsprechende Entwicklungen in der Mikroperfusion. Wahrend der Koronarokklusion
wurde in allen anderen Gruppen ein Abfall der Mikroperfusion auf Werte unter 0,2 ml g
min! beobachtet. Nach Offnen der Stenose kam es im Verlauf der Reperfusion und einer
Phase der Hyperperfusion zu einem Rickgang auf Werte, die im Bereich der

Ausgangswerte liegen.
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REFFELMANN und Mitarbeiter kommen in einem dhnlichen Modell auf vergleichbare Werte
fir den mit Hilfe der Mikrospharen ermittelten Blutfluss [33]. Der regionale myokardiale
Blutfluss der Ausgangsmessung (RMBF) wird von REFFELMANN und Mitarbeitern in dem
Bereich zwischen 1,76+0,13 und 2,44+0,19 ml g min™! angegeben. In unserem Versuch
liegen die Werte zum GroBteil leicht Gber den genannten Werten. Allerdings liegen die
Ausgangswerte bei den Tieren, die entweder prophylaktisch oder therapeutisch mit
HBOC-200 behandelt wurden, deutlich unter den von REFFELMANN angegebenen Werten.
Im weiteren Ablauf zeigen jedoch auch die Werte in diesen Gruppen mit den Daten von
REFFELMANN et al. vergleichbare Werte fir den RMBF. So stellten auch REFFELMANN et
al. nach dem definitionsgemaBen Abfall des regionalen myokardialen Blutflusses wahrend
der Koronarischamie nach zweiminttiger Reperfusion eine deutliche Hyperperfusion fest.
Im Gegensatz zu unseren Versuchsdaten fallt der RMBF jedoch in dem von REFFELMANN
durchgefltihrten Versuch nach 120-minultiger und nach 480-mindtiger Reperfusionszeit in
der ,Area at Risk” auf Werte ab, die bei ca. 50 % der Baselinewerte liegen. In unserem
Versuch bewegen sich allerdings die Werte in einem Bereich, der ungefahr den Werten
der Ausgangsmessung entspricht. Inwieweit diese bei den mit HBOC-200 behandelten
Tieren niedrigen Werte fir den RMBF hierauf einen Einfluss haben, ist rein spekulativ.
Der Unterschied in den Infarktarealen, deren GréBe von REFFELMANN mit 30-32 %
angegeben wird, und die in unserem Versuch je nach durchgefiihrter Therapie zwischen
23 und 48 % liegen, kann sicherlich nicht fir die Unterschiede des RMBF nach der
Reperfusionszeit verantwortlich gemacht werden.

Zwar wurde von REFFELMANN et al. nach 240 Minuten keine Messung des RMBF
durchgefliihrt, da allerdings die Messwerte nach 120 Minuten und nach 480 Minuten
nahezu identisch waren, ist davon auszugehen, dass sich auch in der Zwischenzeit keine
groBeren Veranderungen ereignet haben.

Insgesamt gesehen stimmen die von uns gemessenen Werte fir den RMBF mit den in der
Literatur angegebenen Werten Uberein, was letztendlich eine Validierung unseres Modells
darstellt.

Zielkriterium dieser Arbeit war die Frage, ob die Verkleinerung des Infarktareals mit
einem erhohten regionalen myokardialen Blutfluss einhergeht.

Obwohl Studien [34-49] nahelegen, dass dieser Effekt neben einem erhdhten
Gewebesauerstoff-Partialdruck als ein maoglicher Wirkmechanismus von
Hamoglobinldsungen im Rahmen von Ischdmie und Reperfusion in einer verbesserten
Mikroperfusion durch Hemmung einer Interaktion von Leukozyten und Endothel liegt,
konnte dies im Rahmen dieser Arbeit nicht bestatigt werden. Trotz signifikant kleinerer
Infarktareale in den mit HBOC-200 behandelten Gruppen, unterscheidet sich der

gemessene Blutfluss nicht von der Kontrollgruppe.
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Fir die Hypothese der vorliegenden Versuchsreihe sprachen letztlich auch Befunde, die in
tierexperimentellen Untersuchungen nach Induktion einer Pankreatitis nachgewiesen
wurden. Nach experimentell induzierter Pankreatitis konnte im Rattenmodell durch die
Applikation von HBOC-200 eine signifikante Reduktion von Nekrosen sowie eine
Verbesserung der histologisch verifizierten Organintegritat und Funktion im Rattenmodell
nachgewiesen werden [49-51].

Im Modell am Schwein konnte erstmals gezeigt werden, dass der pathologisch erniedrigte
Gewebesauerstoff-Partialdruck im Pankreas nach medikamentés induzierter Pankreatitis
unter therapeutischer Applikation von HBOC-200 in Kombination mit einer isovolamen
Hamodilution ebenso wie die Mikrozirkulation auf das Ausgangsniveau angehoben werden
konnte, wahrend die alleinige Applikation von Hydroxyethylstédrke oder Ringer-Ldsung
dies nicht vermochte [52/42]. Einschréankend muss jedoch hinzugefiigt werden, dass es
sich bei dem genannten Modell um kein Ischamie- und Reperfusionsmodell wie in
unserem aktuellen Versuch handelt, d.h. trotz der induzierten Pankreatitis findet immer
noch eine Perfusion in den Arealen der Pankreatitis statt. Aus diesem Grund kdnnte der
Aspekt der verbesserten Oxygenierung hauptverantwortlich fir die erzielten Effekte sein.
Nachdem wir in dem vorliegenden Versuch keine Verbesserung der Mikrozirkulation
nachweisen konnten, muss davon ausgegangen werden, dass der besseren Verfligbarkeit
von Sauerstoff im Gewebe nach Applikation von HBOC-200 eine besondere Bedeutung
zukommt, d.h. weniger der konvektiven als vielmehr der diffusiven Sauerstoffverteilung
postkapillar direkt im Gewebe.

Hierflr spricht auch eine Studie, in der SAETZLER et al. in einem Modell mit durch
Zigarettenrauch induziertem Leukozyten-,Rolling” und Adhdsion an Endothelzellen nur
nach Gabe eines polynitroxylierten HBOC eine signifikante Reduktion des ,Rolling and
Sticking” sowie von Leukozyten und Thrombozytenaggregaten nachweisen konnten [53].
Nicht polynitroxyliertes HBOC konnte diese Effekte allerdings nicht erreichen. AuBerdem
betonen die Autoren, dass trotz Anderungen beim ,Rolling And Sticking” keine
Veranderungen im Rahmen der Mikrozirkulation festgestellt werden konnten.

In zahlreichen zuvor durchgefihrten tierexperimentellen Studien am Hund konnte eine
verbesserte Gewebeoxygenierung durch Applikation der zellfreien H@amoglobinlésung
verzeichnet werden [18/54/55/56/57]. Nach nahezu komplettem Blutaustausch mit
HBOC-201 am Hund lagen die Sauerstoffpartialdriicke (tp0O;) im Skelettmuskel héher als
in der Vergleichgruppe, die Hydroxyethylstarke erhielt, sowie im Vergleich zu den
Ausgangswerten [54]. Im Vergleich zu Warmblut und drei Wochen alten autologen
Erythrozytenkonzentraten errechnete sich anhand der gemessenen tpO,-Werte im
Skelettmuskel eine Oxygenierungpotenz fir HBOC-201 von 3:1 [18].

Insbesondere sehr niedrige tpO,-Werte wurden durch die Gabe von HBOC-201 schneller

und effektiver beseitigt als durch Erythrozytenkonzentrate [17].
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Im Tiermodell zeigten sich nach isovolamer Anamie und nach einer akuten Stenosierung
der Arteria poplitea 95 % hohere poststenotische tpO,-Werte im Skelettmuskel sowohl
bei prophylaktischer als auch nach therapeutischer Applikation von HBOC-201 im
Vergleich zur  Kontrollgruppe, die Hydroxyethylstarke erhielt [55]. Im
Koronarstenosemodell des Hundes konnte die Aufrechterhaltung der myokardialen
Sauerstoffspannung und Kontraktilitdt mit deutlicher Verminderung der histologischen
Gewebsschaden im minderperfundierten Areal nach prophylaktischer Applikation von
HBOC-200 vor Anlage einer 90 %igen Stenose der linken Koronararterie in Kombination
mit einer akuten isovoldmen Anamie mit einem Hb von 7+1 g/dl erreicht werden [58-
60]. Nach therapeutischer Applikation von HBOC-200 zeigte sich eine erfolgreiche
Restitution des myokardialen tpO, und der Kontraktilitdt des linken Ventrikels auf Werte,
die nur knapp unter den Ausgangswerten lagen. Diese positive Beeinflussung des tpO0,
konnte in einer anderen Studie am Hund auch in der Leber erreicht werden [30]. In dem
jetzt vorliegenden Versuch konnte zwar sowohl durch die prophylaktische als auch durch
die therapeutische Applikation von HBOC-200 eine signifikante Reduktion der
Infarktareale nach 30-min(tiger Ischamie und 240-minitiger Reperfusion nachgewiesen
werden. Allerdings gelang es nicht, die von uns aufgestellte Hypothese, dass die
Reduktion des Infarktareals auf einer Verbesserung der Mikrozirkulation beruht, zu
bestatigen. Es zeigte sich in den beiden mit HBOC-200 behandelten Tiergruppen im
Vergleich zu der Kontrollgruppe kein signifikanter Unterschied. Auf der Grundlage dieser
Ergebnisse scheint das Oxygenierungpotential der Hamoglobinlésung in der Reduktion

der Infarktareale eine nicht zu unterschatzende Rolle zu spielen.

5.2. Effekte von HBOC-200 auf das Infarktareal

Wie bereits oben geschildert ist es in dem vorliegenden Versuch gelungen, sowohl mit
der prophylaktischen als auch mit der therapeutischen Applikation von HBOC-200 eine
Reduktion der GroBe der Infarktareale nachzuweisen. In einem zuvor an einem
vergleichbaren Modell an der Ratte durchgefiihrten Versuch konnten wir diesen Effekt nur
fir die prophylaktische Applikation von HBOC-200 nachweisen [6]. Als mdégliche
Erklarungsversuche fiir diese unterschiedlichen Effekte gibt es verschiedene
Ansatzpunkte. Einerseits wurden in dem jetzigen Versuch Kaninchen anstatt Ratten
verwendet.

Ratten haben im Gegensatz zu Kaninchen ein relativ geringes Blutvolumen. Die Messung
des Blutflusses mittels Mikrospharen erfordert jedoch zu jedem Messzeitpunkt die
Abnahme einer Referenzprobe mit 2 ml. Eine Ursache dafir lag darin, dass wir, um die
Mikrozirkulation mittels Mikrosphdrentechnik durchfiihren zu kdénnen, zu jedem
Messzeitpunkt, an dem Mikrospharen appliziert wurden, 2 ml Blut fir die Referenzprobe
entnehmen mussten. Weiterhin musste auch jeweils flr die Bestimmung der

Blutgasanalyse Blut abgenommen werden.
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Die Durchfiihrung dieser mehrfachen Blutentnahmen kdnnte bei einem Kleintier wie der
Ratte aufgrund des relativ geringen Blutvolumens bis zum Versuchende zu einer
ausgepragten Andmie fuhren.

Es bleibt weiterhin die Frage bestehen, wie es denn zu der Reduktion der Infarktareale in
den beiden mit HBOC behandelten Tiergruppen kommt, insbesondere da in Bezug auf die
Mikroperfusion in der Area at Risk keinerlei Unterschiede zwischen den Tiergruppen
feststellbar waren. Eine mégliche Erklarung mag darin liegen, dass nach der Applikation
von HBOC die Hamoglobinmoleklile ungebunden, d.h. nicht in einem Erythrozyten
eingebunden, im Plasma gelést sind. Um eine Abgabe des Sauerstoffes aus einem
Erythrozyten zu gewahrleisten, muss der Erythrozyt in den entsprechenden Kapillaren
das den Sauerstoff benétigende Gewebe erreichen. Kommt es nun im Rahmen des
Ischamie- und Reperfusionsschadens zu den bereits beschriebenen Veranderungen der
Durchblutung in den BlutgefaBen durch Schwellung des GefaBendothels etc. mit einer
Einengung des Lumens des Gefasses, kbnnen die Erythrozyten, deren Durchmesser sich
um einen mittleren Wert von 7,5 um bewegt, ab einem gewissen Durchmesser der
GefaBe diese nicht mehr passieren, obwohl sie bis zu einem gewissen Grad verformbar
sind. Der Durchmesser eines Hamoglobintetramers liegt hingegen im Bereich von
weniger als 10 nm, so dass es leicht vorstellbar ist, dass diese Moleklile auch maximal
eingeengte GefdaBe noch passieren kénnen, solange ein Lumen vorhanden ist.

Uber den soeben geschilderten Mechanismus hinaus spielt es sicherlich weiterhin eine
Rolle, dass sich HBOC-200 durch eine niedrige Sauerstoffaffinitdt und einen ausgepragten
Bohr-Effekt auszeichnet, so dass eine verbesserte Gewebeoxygenierung infolge der
erleichterten Sauerstoffabgabe in der Peripherie erreicht wird. Die Sauerstoff-
bindungskurve verschiebt sich somit in der Peripherie nach rechts. Dies zeigt sich
insbesondere in einem erhéhten P50 in Hohe von 36 mmHg gegenliber humanem an
Erythrozyten gebundenen Hamoglobin mit einem P50 von 26 mmHg [15]. Eine neuere
Studie konnte zeigen, dass durch die spezifische Oxygenierungskapazitat von HBOC in
Verbindung mit dem kapilldren pO, gezielt Einfluss auf die Abgabe von Sauerstoff zu
einer Behandlung von unterversorgtem Gewebe genommen werden kann [12].

Im Vergleich zu Warmblut und drei Wochen alten autologen Erythrozytenkonzentraten
errechnete sich nach nahezu komplettem Blutaustausch im Hundemodell anhand der
gemessenen tp0O,-Werte im Skelettmuskel eine Oxygenierungspotenz fir HBOC von 3:1
[17/18]. HBOC stellt nach unterschiedlich ausgepragter Hypoxie die Versorgung des
Muskels mit O, wieder her [27].

Diese geschilderten verbesserten Oxygenierungsbedingungen nach der Applikation von
Hamoglobinldsungen kdénnten den entscheidenden Mechanismus der Reduktion der

Infarktareale in unserem Modell darstellen.
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5.3. Himodynamische Wirkungen und Nebenwirkungen von HBOC

Die vorliegende Untersuchung war primar vom Studiendesign nicht darauf angelegt,
Nebenwirkungen sowohl quantitativ als auch qualitativ zu erfassen.

Zu diesem Themenkomplex wurden in der Vergangenheit bereits zahlreiche
Untersuchungen mit einem entsprechenden Studiendesign insbesondere auch Phase-II-
und -III-Studien durchgefiihrt. Wichtig ist weiterhin, dass in der Vergangenheit bereits
zahlreiche Studien an Menschen durchgefiihrt wurden, bei denen in Bezug auf das
Kdérpergewicht weitaus gréBere Mengen, als von uns in dem jetzigen Versuch verwendet,

appliziert wurden, ohne dass es zu schwerwiegenden Nebenwirkungen kam [62-66].

5.3.1. Himodynamik

Wie aus den Tabellen 8.2 und 8.4 im Anhang zu entnehmen ist, kommt es durch die
Applikation von HBOC-200 zu Anderungen der hdmodynamischen Parameter. Einerseits
kommt es wahrscheinlich durch das ,NO-Scavenging” zu einem Anstieg des
systemischen Blutdruckes. Gleichzeitig konnten wir jedoch feststellen, dass die
Herzfrequenz in den Gruppen, die HBOC-200 erhalten haben, signifikant gegeniiber der
Positiv-Kontrollgruppe abfallt. Inwieweit diese Effekte nun Einfluss auf den myokardialen
Sauerstoffverbrauch haben, bzw. es durch steigenden Sauerstoffbedarf eventuell gar zu
hypoxischen Zustanden im Myokard aufgrund eines erhdhten Sauerstoffbedarfs bei
gleichzeitig durch Reperfusionsschaden bedingtem erniedrigten Sauerstoffangebots
kommt, sollte mit Hilfe der Berechnung des Rate-Pressure Product (RPP) Uberprift
werden. Infolge einer Untersuchung von WILKINSON et al. stellt das RPP sowohl beim
wachen Patienten, als auch wahrend der Narkose bei hdamodynamisch instabilen
Zustanden einen sensitiven indirekten Parameter fir den myokardialen
Sauerstoffverbrauch (mv02) dar [25].

Wenngleich einige Studien existieren, die die Validitat des Parameters RPP, bzw. eine
gute Korrelation zum mVO2 gezeigt haben [66/67], gibt es auch Studien, die die Validitat
des Parameters anzweifeln [68]. Im Rahmen unserer Untersuchung kam es - von einer
Ausnahme abgesehen, bei der der RPP in der Prophylaxegruppe signifikant kleiner war im
Vergleich zu der Negativ-Kontrolle - im gesamten Studienverlauf wahrend der 240-
minitigen Reperfusion zu keinerlei Anderungen des RPP. Dies liegt insbesondere daran,
dass sich beide Parameter durch die Applikation von HBOC-200 in entgegen gesetzter
Richtung veranderten. Da das RPP durch das Produkt aus Herzfrequenz und systolischem
Blutdruck gebildet wird, heben sich diese Effekte im Rahmen unserer Studie auf. Um den
myokardialen Sauerstoffverbrauch exakt zu berechnen, ware es notwendig die av-DO,
aus dem Sauerstoffangebot in der Aorta, bzw. den Koronarien und dem Sinus coronarius
zu berechnen. Hierzu ist es allerdings notwendig, in diese GefaBe jeweils Mikrokatheter

einzufihren, um Blutentnahmen durchzufihren.
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Aufgrund der Schwierigkeiten bei der Anlage der Katheter, bedingt durch die kleinen
GefaBstrukturen bei Nagetieren, haben wir im Rahmen des vorliegenden Versuches auf
diese Berechnung verzichtet und haben lediglich das Rate-Pressure Product als indirekten

Parameter fir den myokardialen Sauerstoffverbrauch berechnet.

5.3.2. Kardiale Effekte

Einer der Effekte von HBOC kann ein Absinken des Herzzeitvolumens sein, was sowohl in
den meisten tierexperimentellen Studien [69-71] als auch bei Untersuchungen am
Menschen [72-74] beschrieben wurde. Jedoch scheint HBOC nicht direkt am Herzen zu
wirken, sondern hauptsachlich tber die Folge des durch ,NO-Scavenging” gestiegenen
systemischen Widerstandes und dem daraus resultierenden Absinken des
Herzzeitvolumens.

Zu direkten Effekten am Herzen durch HBOC gibt es nur wenig Literatur. Im Tierversuch
bewirkt unmodifizierte bovine Hamoglobinlésung bei direkter Perfusion keine
Veranderungen der Kontraktilitat [75]. Die Chronotropie wird direkt negativ beeinflusst,
wobei die Polymerisation von HBOC diesen Effekt vermindern kann [76]. Darliber hinaus
konnen Effekte am Herzen allerdings auch durch eine Vasokonstriktion der
Koronararterien bewirkt werden.

MOTTERLINI et al. konnten eine Potenzierung der vasokonstriktiven Effekte von
Acetylcholin im Tiermodell nachweisen [77]. Inwieweit diesem Effekt eine Relevanz
zukommt ist noch nicht abschlieBend geklart. Im Gegensatz dazu zeigen namlich ,in
vivo”-Versuche am Hund keinerlei vasokonstriktorische Effekte an den Koronararterien
unter Hamodilution mit einer ,Stroma freien” Hamoglobinlésung [78]. CARLUCCI und
Mitarbeiter konnten am isolierten Rattenherzen nach einer Anreicherung der kardioplegen
Lésung mit HBOC nachweisen, dass der Energiehaushalt der Myokardzelle, gemessen
anhand des Gehalts von ATP und dessen Metabolite, durch den Zusatz von HBOC deutlich
verbessert wird [79/80]. Die Autoren schlussfolgern, dass HBOC auch bei niedrigen
Temperaturen im Rahmen der Kardioplegie Sauerstoff liefert, den Energiehaushalt und
anabole Reaktionen verbessert, ohne den oxidativen Stress zu vermindern. Insgesamt
werden zum jetzigen Zeitpunkt jedoch die direkten und indirekten Effekte von HBOC auf
die myokardiale Kontraktilitat nicht eindeutig beurteilt und erfordern weitere

Untersuchungen, bevor ein abschlieBendes Urteil gefallt werden kann.

5.3.3. Methamoglobin

Beim Methamoglobin ist das Eisen-Atom im Ham-Anteil des Hadmoglobins oxidiert und
kann somit Sauerstoff nicht mehr binden. In vivo gibt es beim Erythrozyten des
Menschen das Enzym Met-Hb-Reduktase, das diesen Vorgang revidiert. Bei
Hamoglobinldsungen gibt es dieses Enzym nicht, so dass es hier vermehrt zu einem

persistierenden Anstieg der Konzentration von MetHb kommen kann.
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Untersuchungen ergaben jedoch, dass Konzentrationen von bis zu 10 % zu keiner
signifikanten Reduktion der Gewebeoxygenierung fiihren [81]. Dennoch wurde im
Rahmen dieser Studie der Anteil von MetHb jeweils untersucht, so dass eine erhdhte
Konzentration vor der Applikation sicher ausgeschlossen werden konnte. Es kam zu
keiner relevanten Zunahme des MetHb nach der Applikation von HBOC-200. Die
Konzentrationen blieben kontinuierlich unterhalb von 1 %.

Diese Befunde stehen im Einklang mit den Resultaten bisher publizierter Studien mit
HBOC, in denen weder tierexperimentell [54] noch beim Einsatz am Menschen [35/134]
klinisch relevante Konzentrationen nachgewiesen wurden. Theoretisch kann man die
Oxidation des Hams durch Enzymzusatz oder Enkapsulierung von HBOC zusatzlich
vermindern, damit ein noch hoherer Anteil des Hamoglobins anhaltend zum

Sauerstofftransport zur Verfiigung steht [82/83].

5.4. Methodenkritik

5.4.1. Tierspezies

Bei der Interpretation der vorliegenden Befunde ergibt sich eine grundsatzliche
Einschrankung aus der Tatsache, dass es sich bei der durchgefiihrten Versuchsreihe um
ein Tiermodell handelt. Die Ubertragbarkeit der erzielten Ergebnisse auf den Menschen ist
somit immer nur eingeschrankt méglich. Das von uns eingesetzte Modell der regionalen
Myokardischamie durch Ligatur eines Astes der linken Koronararterie, in unserem Fall des
ersten Astes der A. circumflexa, oder der linken Koronararterie selbst ist ein vielfaltig
eingesetztes experimentelles Design. Bevorzugt eingesetzte Versuchstiere sind dabei
Hunde [26/84/85-87], Ratten [88/89-92] oder Kaninchen [24/93-97]. Kardiale
Ischamiemodelle an Schweinen [98-100] oder Schafen und Primaten [101] stellen eher
eine Ausnahme dar. Kaninchen und auch Ratten zeigen im Gegensatz zu Hunden einen
nahezu einheitlichen Versorgungstyp des linken Ventrikels ohne relevante
Kollateralversorgung, was insbesondere zur Gewahrleistung eines mdglichst einheitlichen
Ischamieareals vorteilhaft ist. Dies spiegelt sich im Rahmen unserer Versuchsreihe
insbesondere in der nahezu identischen GréBe der ,Area at Risk” in allen
Untersuchungsgruppen wider. Von Nachteil ist allerdings, dass Menschen und in
besonderem MaBe Patienten mit einer chronischen koronaren GefaBerkrankung uber
zahlreiche Kollateralen verfliigen, die die Folgen eines Verschlusses eines
HerzkranzgefaBes oft deutlich reduzieren kénnen [19]. Hierbei wird auch bei Patienten
mit rezidivierenden Angina-pectoris-Beschwerden von einem kardialen ,Preconditioning”
gesprochen, welches die Auswirkungen eines akuten GefaBverschlusses deutlich
reduzieren kann. Dennoch ist das Kaninchen im myokardialen Ischamie- und
Reperfusionsmodell neben der Ratte das in vergleichbaren Studien am haufigsten

verwendete Tier.
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Bei den eingesetzten Tieren im Rahmen einer Versuchsreihe handelt es sich im Ubrigen

um junge, gesunde Versuchstiere mit véllig unveranderten Koronararterien.

5.4.2. Ischamie und Reperfusionszeit

Die von uns im Rahmen der Versuchsreihe gewdahlte Ischamiedauer von 30 Minuten ist
eine ubliche Zeitdauer [16/117-119], die jedoch eher im unteren Bereich des in der
Literatur angegebenen Bereiches von 20-90 Minuten fir kardiale Ischamie- und
Reperfusionsmodelle am Kleintier liegt [86/91/102-104]. In einem zuvor durchgefihrten
vergleichbaren Versuchsmodell an Ratten hatten wir - aufgrund einer relativ hohen
Letalitat der Versuchstiere und einer gegen Ende der 30 Minuten feststellbaren
Verschlechterung der kardiozirkulatorischen Parameter - die zunachst ebenso auf 30
Minuten festgelegte Ischamiezeit auf 25 Minuten reduziert [6]. Da in dem nun
durchgefltihrten Versuch Kaninchen verwendet wurden, haben wir die Ischamiezeit erneut
auf 30 Minuten festgelegt, da wir davon ausgingen, dass durch die GréBe der Tiere
insbesondere auch die Praparationszeit verringert werden kann und kleinere Blutungen,
sowie Blutentnahmen zu den jeweiligen Messpunkten geringere Auswirkungen auf diese
Tiere haben und die Tiere somit eine deutlich geringere Letalitat als die Ratten aufweisen.
Die gewahlte Reperfusionszeit von 240 Minuten Uberschreitet die in zahlreichen Studien
publizierte Reperfusionszeit von 120 Minuten. Primar war der Infarktnachweis mittels TTC
von FISHBEIN et al. bei Hunden nach unterschiedlicher Ischamiezeit jedoch ohne
Reperfusion gegenliber dem histopathologischen Standard validiert worden [28].
Grundsatzlich wird angenommen, dass die mittels TTC bestimmte InfarktgroBe von der
Zeitdauer der Reperfusion abhangt [105]. In einer anderen Studie konnten REFFELMANN
et al. allerdings weder in der InfarktgroBe noch im regionalen myokardialen Blutfluss
signifikante Unterschiede zwischen 120 Minuten und 180 Minuten Reperfusion nach einer
30-mindtigen Ischamiephase in einem Modell am Kaninchen nachweisen [24]. Die
ldngere Dauer der Reperfusion in unserem Versuch liegt darin begrindet, dass wir im
Vorversuch an der Ratte lediglich einen Effekt der prophylaktischen Gabe von HBOC
nachweisen konnten. Im nun vorliegenden Versuch wurde eine Reperfusionszeit von 240
Minuten gewahlt, um eventuelle Einflisse der therapeutischen Applikation von HBOC,
welches immerhin 30 Minuten nach der prophylaktischen Gabe von HBOC wahrend der

Ischamiezeit appliziert wurde, detektieren zu kénnen.

5.4.3. ,,Area at Risk” und Infarktareale

Die GroBe der ,Area at Risk” als Anteil des linken Ventrikels lag mit Werten um die 30%
eher im unteren Bereich der in der Literatur beschriebenen Werte. Andere Autoren
beschreiben insbesondere fiir vergleichbare Versuche an Kaninchen eine GréBe der ,Area
at Risk” zwischen 30 und 40 % [16/106]. Es werden aber auch GréBen von 50-55 % der
Area am linken Ventrikel beschrieben [89/107].
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Allerdings existieren auch Publikationen aus etablierten Arbeitgruppen, die eine zu
unseren Ergebnissen vergleichbare GroBe der ,Area at Risk” erzielen konnten [33]. Die
GroBe der ,Area at Risk” ist wahrscheinlich abhdangig von dem Ort, an dem die
Koronarstenose angelegt wird. Je weiter proximal die Koronarstenose angelegt wird,
umso ausgedehnter fallt die ,Area at Risk” aus. Allerdings dirfte eine deutliche
VergréBerung der ,Area at Risk” mit einer Zunahme des Mortalitatsrisikos verbunden
sein. Entsprechend den Modifikationen von YE et al. zur Senkung der Mortalitdt bei
kardialen Ischamiemodellen an der Ratte [108] haben wir in dem vorliegenden Versuch
den ersten Ast der A. circumflexa unterbunden, anstatt weiter proximal gelegene,
gréBere Anteile der linksventrikulédren Koronarien zu okkludieren. In Bezug auf die GroBe
der Infarktareale als Anteil an der ,Area at Risk” liegen die von uns erzielten Ergebnisse,
zumindest was die Positiv-Kontrollgruppe betrifft, mit einer GréBe von ca. 50 %
quantitativ in dem Bereich, der auch von anderen Autoren angegeben wird
[24/33/89/106/109].

5.4.4. Blutflussmessung

Im Gegensatz zu der von uns durchgefiihrten direkten Messung der Mikroperfusion
erfolgte die Wirksamkeit der Koronarunterbindung in zahlreichen vergleichbaren Studien
lediglich durch die visuelle Kontrolle der Abblassung, bzw. lividen Verfarbung des
Myokards [89/95/106/110]. Dementsprechend wurde in diesen Versuchen die
Reperfusion auch nur rein visuell kontrolliert. Mit den nun durchgeflihrten Messungen,
insbesondere mit der Injektion von farbgekoppelten Mikrospharen, waren wir in der Lage,
objektiv sowohl die Ischamie nachweisen zu kénnen, als auch die Reperfusion anhand
der mit Hilfe der Mikrosphdren ermittelten Blutflusswerte zu verifizieren. In einem zuvor
durchgeflihrten Versuch an Ratten haben wir aufgrund der GroéBe der Tiere auf eine
Messung des Blutflusses verzichtet, da die Blutflussmessung mit regelmaBigen
Blutentnahmen verbunden ist. Wenngleich dieses Verfahren prinzipiell auch an der Ratte
eingesetzt werden kann [111], erschien es uns flr den jetzt durchgeflihrten Versuch
angemessen, groBere Versuchstiere zu verwenden, um das Entstehen einer Anamie oder
Hypovolamie durch wiederholte Blutenthahmen zu verhindern. Die fir die
Blutflussmessung erforderlichen Blutentnahmen sowie die bendétigte Menge an Myokard
zur Aufarbeitung erscheint an Tieren wie Kaninchen [16/24/33] oder Hunden [87/112]
uneingeschrankt mdglich zu sein. Die Messung des regionalen myokardialen Blutflusses
erlaubt wiederholte Messungen zu verschiedenen Zeitpunkten wahrend des
Versuchsablaufs. Es gibt allerdings noch weitere Methoden, den Blutfluss zu bestimmen,
die jedoch sehr aufwendig sind und neben entsprechend hohen Kosten auch sehr

erfahrene Untersucher erfordern.
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Beispielsweise sei an dieser Stelle nur die Kontrastechokardiografie genannt, die nach
primarem Einsatz bei Hunden [113] inzwischen auch bei Kleintieren [114] zur
Anwendung kommt. Aufgrund der genannten Probleme ist dieses Verfahren allerdings
noch nicht als Standardverfahren etabliert. Dies gilt ebenso fiir Messungen mit SPECT
(Single Photon Emission-Computed Tomography), die bei Hunden validiert wurden [115],

sowie die PET (Positron-Emissions-Tomographie) an der Ratte [133].

5.4.5. Ausblick

Nachdem die vorliegende Untersuchung nun erstmalig am Kaninchenmodell eine
Reduktion der myokardialen Gewebeschadigung nach Ischdamie und Reperfusion sowohl
durch die prophylaktische als auch durch die therapeutische Applikation der bovinen
Hamoglobinldsung HBOC-200 nachweisen konnte, missen nun weitere Untersuchungen
erfolgen, um die zugrunde liegenden Mechanismen zu kléren. Die von uns aufgestellte
Hypothese, dass die Applikation von HBOC-200 zu einer Verbesserung der Mikroperfusion
fihrt und Uber diesen Mechanismus die Infarktareale reduziert werden kdnnen, wird
durch unsere Ergebnisse nicht bestatigt. Es konnte durch die Messung des regionalen
myokardialen Blutflusses mit Hilfe von farbgekoppelten Mikrospharen keine verbesserte
Mikroperfusion nach Applikation von HBOC-200 festgestellt werden.

Es erscheint uns unbedingt notwendig, den Einfluss von zellfreiem Hamoglobin auf die
Oxygenierung im Rahmen von Ischamie und Reperfusion zu untersuchen.

Zu den weiterhin in Zukunft notwendigen wissenschaftlichen Ansatzen zahlen bevorzugt
die Evaluation der Auswirkungen von Hamoglobinlésungen auf die Leukozyten-Endothel-
Interaktion und das Komplementsystem. Neuere Studien deuten an, dass eine
Substitution von O,-Tragern mit HBOC-200 keine relevanten Auswirkungen auf das
Immunsystem hat [122/123] bzw. die Gabe von HBOC zwar eine Erhéhung von IgG
Antikdrpern im Blut bewirkt, diese aber in vitro keine Hdmolyse auslésen [24]. AuBerdem
scheint die Untersuchung der Effekte auf die Entstehung von so genannten ,heat shock
Proteinen” (HSP) interessant zu sein. Hierbei spielen vor allem die (kardio)-protektiven
Hamoxygenasen HO-1 und HO-2 eine besondere Rolle, da sie am Abbau des
Hamoglobins beteiligt sind und insbesondere beim Einsatz einer Hamoglobinldsung
relevant sein kdnnten.

Weitere wichtige Ansatzpunkte ergeben sich aus den sowohl therapeutischen als auch
prophylaktischen Effekten der Applikation von HBOC-200. Langfristig muss vor allen
Dingen das Ziel verfolgt werden, Hamoglobinlésungen in multizentrischen klinischen
Studien perioperativ bei Hochrisikopatienten mit koronarer Herzkrankheit und geplanten
Risikoeingriffen einzusetzen und hiermit eventuell einen neuen Weg zur Reduktion von

Mortalitat und Morbiditat bei diesem Patientenkollektiv zu beschreiten.
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6. Zusammenfassung

Kardiale Risikopatienten sind in der perioperativen Phase besonders anfallig fir eine
Myokardischamie, da hier Hypertension, Tachykardie und erhéhte sympathische Aktivitat
gehauft vorkommen. Da das Myokard bei diesen Patienten sehr vulnerabel ist, kommt es
bei der durch die hyperdynamische kardiale Reaktion bedingte Stérung der Balance
zwischen myokardialer Sauerstoffversorgung und myokardialem Sauerstoffverbrauch
schneller zu einer Pradisposition des Myokards fir Ischamie. Hier kénnte sich die
prophylaktische Gabe von anti-ischdamischen Substanzen positiv auf das Outcome
auswirken und Komplikationen wie Rhythmusstérungen oder Angina pectoris bis hin zum
Myokardinfarkt mit hoher Letalitat verhindern oder zumindest vermindern.

In vorherigen Studien konnte gezeigt werden, dass eine prophylaktische Gabe der
zellfreien Hamoglobinlésung HBOC-200 im Ischamie- und Reperfusionsmodell bei der
Ratte zu einer signifikanten Reduktion des Infarktareals innerhalb des infarktgeféahrdeten
Gebietes flhrt [6]. Die Mechanismen sind dabei aber noch unklar. HBOC scheint neben
der Gewebsoxygenierung einen weiteren gewebeprotektiven Effekt im Rahmen von
Ischamie und Reperfusion am Myokard zu haben.

In der vorliegenden Arbeit sollte nun im Kaninchenmodell die Hypothese Uberprift
werden, ob der nachgewiesene Effekt von HBOC-200 auf das Infarktareal mit einem
erhohten regionalen myokardialen Blutfluss einhergeht.

Es konnte gezeigt werden, dass sowohl die prophylaktische als auch die therapeutische
Gabe von HBOC-200 zu einer signifikanten Reduzierung des Infarktareals innerhalb des
infarktgefahrdeten Gebietes fihrt. Dieser Effekt konnte in einer vorherigen Versuchsreihe
an der Ratte nur bei der prophylaktischen Gabe festgestellt werden. Die Hypothese, dass
dieser Effekt durch einen erhdhten myokardialen Blutfluss zu erklaren ist, bestatigte sich
jedoch nicht. Es konnte keine Erhdhung des regionalen myokardialen Blutflusses mittels
Mikrospharentechnik gemessen werden. Somit erscheinen weitere Untersuchungen

notwendig, um den gezeigten Effekt von HBOC-200 auf das Infarktvolumen zu erkldren.
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8. Anhang

8.1. Tabellen
8.1.1. Gewicht
Tabelle 8.1: Darstellung des Kérpergewichts der Versuchstiere (MW£SD)

Negativ-Kontr. Positiv-Kontr. Therapie Prophylaxe

Gewicht (kg) 3,050, 1 3,090, 1 3,13£0,1 | 3,12%0,1

8.1.2. Himodynamik und Korpertemperatur
Tabelle 8.2: Darstellung der Herzfrequenz der Versuchstiere (MW£SD, 1/min, *p<0,05
vs. Prophylaxe, #p<0,05 vs. Therapie)

HF (1/min) Negativ-Kont. | Positiv-Kontr. Therapie | Prophylaxe
Ruhephase + 30 min 214+12 227+£29 206+21 221+31
Applikation 1 + 5 min 215+14 226120 212423 217435

Applikation 1 + 15 min 21712 21917 212+23 194+35
Applikation 1 + 25 min 223+5 228+14%* 214%22 188+37
Ligatur + 5 min 2254 22137 221+24 | 196+36
Applikation 2 226+8 215+17 190+31 194+37
Ligatur + 20 min 22125 233+26%* 202422 193+31
Ligatur + 25 min 224+24 241+£24%# | 196+27 | 203+33
Reperfusion + 2 min 229+13 238x24# 189+23 191+£33
Reperfusion + 10 min 241+£15%* 232+30%* 206+25 194+28
Reperfusion + 20 min 238+13 239+26# 195+£27 | 20336
Reperfusion + 30 min 234£18 242x20*# | 202+28 203£30
Reperfusion + 40 min 228+16 243x16*# | 203x27 199+24
Reperfusion + 50 min 227+14 245£20%# | 207+22 207+22
Reperfusion + 60 min 233v12 249+£19*# | 205+27 20922
Reperfusion + 90 min 229+24 255x26*# | 202+19 | 213+21
Reperfusion + 120 min 240£18 240+£32# 203%17 210£25
Reperfusion + 150 min 238+22* 245£29*# | 207+22 20121
Reperfusion + 180 min 237+20% 236£21*# | 19140 188+24
Reperfusion + 210 min 240+£10 243+£25# 214+24 21021
Reperfusion + 240 min 23519 244+23% 208+25 | 212+21
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Tabelle 8.3: Darstellung der mittleren arteriellen Druckwerte (MW£SD, mmHg, *p<0,05

vs. Prophylaxe)

MAP (mmHg) Negativ-Kontr. Positiv-Kontr. Therapie Prophylaxe
Ruhephase + 30 min 65+7 56+9 62+7 62+10
Applikation 1 + 5 min 63+9 57+7 61+9 64+10

Applikation 1 + 15 min 62+4* 58+t4* 60+6* 7410
Applikation 1 + 25 min 60+6 61+8 59+5%* 72+11
Ligatur + 5 min 61+6 59+7%* 61+£5 73+12
Applikation 2 63+5 56£7%* 54+7% 72+12
Ligatur + 20 min 639 54+9 6013 69+13
Ligatur + 25 min 61+4 54+6 61+11 6911
Reperfusion + 2 min 58+2 51+8%* 647 68+11
Reperfusion + 10 min 57+3 49£5*# 59+9 66+10
Reperfusion + 20 min 59+6 50+5%* 60+8 65+12
Reperfusion + 30 min 57+5 49+5% 58+10 64+13
Reperfusion + 40 min 565 503 59+9 59+18
Reperfusion + 50 min 57+3 51+4* 58+5 65+13
Reperfusion + 60 min 56+3 52+4%* 59+5 65+13
Reperfusion + 90 min 5543 52+5%* 57+6 65+11
Reperfusion + 120 min 56+3 51+6* 57+6 64x+11
Reperfusion + 150 min 5543 50+4%* 57+9 618
Reperfusion + 180 min 54+4 50+5 54+9 61+10
Reperfusion + 210 min 51+8 48+4 57+£14 58+12
Reperfusion + 240 min 55+ 48+6 54+14 62+15
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Tabelle 8.4: Rate Pressure Product (RPP) (MW*SD, *p<0,05 vs. Prophylaxe)

RPP (mmHg) Negativ-Kontr. Positiv-Kontr. Therapie Prophylaxe
Ruhephase + 30 min 23,1£2 24,5+3 23,0+3 25,5+6
Applikation 1 + 5 min 24,6+3 23,4+3 23,1+£3 23,9+6

Applikation 1 + 15 min 24,5+2 24,7+3 23,5+3 23,37
Applikation 1 + 25 min 25,22 25,8%3 23,73 22,57
Ligatur + 5 min 24,1+2 24,5+5 23,8+4 22,917
Applikation 2 24,912 21,813 19,245 22,516
Ligatur + 20 min 24,8+3 25,3+4 22,3+5 21,6+5
Ligatur + 25 min 25,3+3 25,8+3 20,44 22,9+6
Reperfusion + 2 min 25,4%4 23,7£4 19,8+3 21,1£5
Reperfusion + 10 min 27,3£3% 23,6£3 22,1+4 21,414
Reperfusion + 20 min 25,72 22,9+4 20,3+3 22,1+6
Reperfusion + 30 min 24,94 23,7£3 21,64 22,2+5
Reperfusion + 40 min 24,9+1 24,4%3 21,64 22,64
Reperfusion + 50 min 24,4x1 24,3£3 22,1+4 22,6%4
Reperfusion + 60 min 25,142 24,943 21,543 23,1+£5
Reperfusion + 90 min 24,8+4 25,5+3 21,443 24,2+4
Reperfusion + 120 min 25,6+3 24,0+3 21,4+3 24,24
Reperfusion + 150 min 25,4£3 24,5+3 21,7£2 22,6x2
Reperfusion + 180 min 25,1+2 24,23 20,1£5 21,7£4
Reperfusion + 210 min 25,5+3 24,9+3 22,4+3 24,1+£3
Reperfusion + 240 min 23,9+5 23,8+3 22,55 23,6£5
Tabelle 8.5: Rektale Kdrpertemperatur
°Celsius Negativ-Kontr. Positiv-Kontr. Therapie Prophylaxe
Ruhephase + 30 min 38,2+0,3 38,2+0,6 37,9+0,6 | 38,0+0,6
Applikation 1 + 5 min 38,2+0,2 38,2+6 37,9+0,6 | 37,9+0,6
Ligatur + 5 min 38,2+0,2 38,1+0,2 37,9+0,5 | 37,9+0,5
Ligatur + 20 min 38,2+0,3 38,1+0,5 37,9+0,5 | 37,8+0,4
Reperfusion + 2 min 38,2+0,2 38,1+0,3 37,8+0,5 | 37,8+0,3
Reperfusion + 60 min 38,1+0,3 38,0+0,4 38,2+0,5 | 38,0+0,3
Reperfusion + 120 min 38,5+0,6 38,5+0,3 38,3+0,4 | 38,4+0,5
Reperfusion + 180 min 38,5+0,5 38,5+0,4 38,3+£0,2 | 38,3+£0,5
Reperfusion + 240 min 38,1+0,3 38,2+0,6 38,0+0,5 | 38,3+0,5

59




8.1.3. Blutgasanalyse
Tabelle 8.6: pH-Wert

pH Negativ-Kontr. | Positiv-Kontr. Therapie Prophylaxe
Ruhephase + 30 min 7,46+0,05 7,48%+0,05 | 7,52+0,03 | 7,52+0,05
Applikation 1 + 5 min 7,46+0,04 | 7,47£0,05 | 7,51+0,04 | 7,46%0,06
Ligatur + 5 min 7,45+0,04 | 7,48%+0,06 | 7,51+£0,04 | 7,50+0,08
Ligatur + 20 min 7,45+0,04 | 7,43+0,07 | 7,46+0,05 | 7,49+0,07
Reperfusion + 2 min 7,45+0,05 7,42+0,08 | 7,43+0,07 | 7,49+0,07
Reperfusion + 240 min 7,41+0,1 7,43+0,04 | 7,43+0,05 | 7,45+0,06
Tabelle 8.7: Arterieller Kohlendioxidpartialdruck (paCoO,)
paCO, (mmHg) Negativ-Kontr. Positiv-Kontr. Therapie Prophylaxe
Ruhephase + 30 min 34+5 355 35+3 35+6
Applikation 1 + 5 min 34+£5 35+5 364 41+5
Ligatur + 5 min 34+5 35+4 35+3 37+4
Ligatur + 20 min 34+2 366 38+5 36+2
Reperfusion + 2 min 343 355 34+£3 35+2
Reperfusion + 240 min 376 38+3 3943 38+6
Tabelle 8.8: Arterieller Sauerstoffpartialdruck (pa0,)
pa0, (mmHg) Negativ-Kontr. Positiv-Kontr. Therapie Prophylaxe
Ruhephase + 30 min 109433 119+19 115+25 124+28
Applikation 1 + 5 min 126+33 117124 10622 11326
Ligatur + 5 min 115+21 12022 106+18 12625
Ligatur + 20 min 111+£21 180+£126 140+63 165+97
Reperfusion + 2 min 112424 109+20 104+20 146+50
Reperfusion + 240 min 162+99 137+34 165+110 141+29
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Tabelle 8.9: Arterielle Sauerstoffsattigung (Sa0,)

Sa0; % Negativ-Kontr. | Positiv-Kontr. Therapie Prophylaxe
Ruhephase + 30 min 97+£2 97,7+1 97,2+2 97,91
Applikation 1 + 5 min 98,3+1 97,3%x1 97,1+1 96=x1

Ligatur + 5 min 97,22 97,51 96,9+2 96,31

Ligatur + 20 min 97,2%2 97,5+1 94,7+6 97,31

Reperfusion + 2 min 98,2+1 96,61 94,2+3 97,2+1

Reperfusion + 240 min 98+1 97,3%+1,3 94,9+1 97,4+2
Tabelle 8.10: Standardbikarbonat-Ion (HCO3")

HCO3™ (mmol/I) Negativ-Kontr. Positiv-Kontr. Therapie Prophylaxe
Ruhephase + 30 min 24+£2 26t4 29+4 27£4
Applikation 1 + 5 min 24+£2 2544 2945 2945

Ligatur + 5 min 24+2 25+3 28+3 28+4

Ligatur + 20 min 24+2 2314 26+3 27+4

Reperfusion + 2 min 242 23+4 263 27+4

Reperfusion + 240 min 25+3 24+2 25+3 25+3
Tabelle 8.11: Standardbaseniberschuss (SBE)

SBE (mmol/I) Negativ-Kontr. | Positiv-Kontr. | Therapie | Prophylaxe
Ruhephase + 30 min 1+£3 3+4 6+4 5+5
Applikation 1 + 5 min 1+£2 2+4 5+4 55

Ligatur + 5 min 1+2 2+4 5+3 5+5

Ligatur + 20 min 1+2 0+4 3+4 4+4
Reperfusion + 2 min 0+2 0+4 2+3 3+4
Reperfusion + 240 min 1+4 1+2 2+3 2+3
8.1.4. Elektrolyt- und Blutzuckerkonzentrationen
Tabelle 8.12: Ionisiertes Natrium (Na™)

Na* (mmol/I) Negativ-Kontr. Positiv-Kontr. Therapie Prophylaxe
Ruhephase + 30 min 1401 141+£2 142+2 14242
Applikation 1 + 5 min 140+1 14212 142+1 141+£3

Ligatur + 5 min 140+1 142+2 142+1 141+3

Ligatur + 20 min 140+1 141+2 142+2 141+£2
Reperfusion + 2 min 140+1 1412 142+2 14242
Reperfusion + 240 min 14042 142+2 14242 14142
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Tabelle 8.13: Ionisiertes Kalium (K*)

K* (mmol/I) Negativ-Kontr. Positiv-Kontr. Therapie Prophylaxe
Ruhephase + 30 min 3,3+0,3 3,3+0,5 3,2+0,2 3,0+0,2
Applikation 1 + 5 min 3,1+0,2 3,1+£0,5 3,1+0,2 3,0+0,3

Ligatur + 5 min 3,1+£0,3 3,2+0,6 3,2+0,2 3,1+£0,3

Ligatur + 20 min 3,0£0,2 3,1+0,5 3,2%0,2 2,9+0,3

Reperfusion + 2 min 3,1+0,2 3,1+£0,5 3,1+0,2 2,9+0,3

Reperfusion + 240 min 3,3+0,2 3,7£0,6 3,8%+0,3 3,5+0,3
Tabelle 8.14: Ionisiertes Calcium (Ca**)

Ca*™ (mmol/l) Negativ-Kontr. Positiv-Kontr. Therapie Prophylaxe
Ruhephase + 30 min 1,38+0,08 1,4+0,08 1,43+0,1 1,39+0,1
Applikation 1 + 5 min 1,37+0,07 1,35+0,1 1,4+0,09 1,38+0,1

Ligatur + 5 min 1,36%0,08 1,35+0,1 1,39+0,1 1,4+0,2

Ligatur + 20 min 1,36+0,07 1,31+0,1 1,39+0,1 1,38+0,2

Reperfusion + 2 min 1,36+0,08 1,3+0,1 1,38+0,1 1,38+0,2

Reperfusion + 240 min 1,3+£0,07 1,35+0,07 1,35+0,09 1,35+0,2
Tabelle 8.15: Blutzucker (BZ)

BZ (mg/dl) Negativ-Kontr. | Positiv-Kontr. | Therapie | Prophylaxe
Ruhephase + 30 min 118+24 126+23 114+13 122+34
Applikation 1 + 5 min 117+19 130+9 121+10 138+43

Ligatur + 5 min 119+19 138+21 119+10 133+£35

Ligatur + 20 min 11823 177+60 172+£58 135+37
Reperfusion + 2 min 132420 165+67 171+71 131+£39
Reperfusion + 240 min 172£72 167+31 174+£29 | 174%51
8.1.5. Hdmoglobinkonzentrationen
Tabelle 8.16: Gesamthamoglobin (tHb)

tHb (g/dl) Negativ-Kontr. | Positiv-Kontr. Therapie Prophylaxe
Ruhephase + 30 min 12,2+0,6 12,9+0,6 13+0,7 13,21
Applikation 1 + 5 min 11,7+0,5 11,9+1 12+1 12,4+0,8

Ligatur + 5 min 12+0,5 12+1 12,3+0,8 12,4+1

Ligatur + 20 min 11,7+0,5 11,5+1 12+0,4 12,2+1
Reperfusion + 2 min 10,8+0,9 11,3+1 11,8+0,7 11,9+1
Reperfusion + 240 min 10,31 11,4+0,8 11,4+1,2 11,2+1
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Tabelle 8.17: Oxyhamoglobin (HbO,) (#p<0,05 vs. Therapie)

HbO, (0/0) Negativ-Kontr. Positiv-Kontr. Therapie Prophylaxe
Ruhephase + 30 min 95,52 96+1 95,4+2 96,2+1
Applikation 1 + 5 min 97,1+14# 95,6+1 94,9+2 94,4+1

Ligatur + 5 min 96,41 95,9+1 95+1 94,9+1
Ligatur + 20 min 95,8+1 95,9+1 93+6 95,5+1
Reperfusion + 2 min 96+2# 95+2 92+3 95,4+1
Reperfusion + 240 min 96,6x1# 95,71 93,23 95,6+2
Tabelle 8.18: Carboxyhamoglobin (HbCO)

HbCO (%) Negativ-Kontr. Positiv-Kontr. Therapie Prophylaxe
Ruhephase + 30 min 0,9+0,2 1,1+0,3 1,2+0,2 1,1+0,3
Applikation 1 + 5 min 0,8+0,3 1+0,3 1+0,3 1+0,2

Ligatur + 5 min 0,9+0,2 1,1+0,3 1+0,3 1+0,2
Ligatur + 20 min 0,8+0,2 1+0,3 1+0,3 1,1+0,3
Reperfusion + 2 min 0,8+0,3 1+0,4 1+0,3 1+0,3
Reperfusion + 240 min 0,8+0,2 0,9+0,3 1+0,3 1+0,3

Tabelle 8.19: Plasmatisch geléstes Hamoglobin (pHb, *p<0,05 vs. Prophylaxe, #p<0,05

vs. Therapie)

pHb (g/dI) Negativ-Kontr. Positiv-Kontr. Therapie Prophylaxe
Ruhephase + 30 min 0+0 00 0+0 0+0
Applikation 1 + 5 min 0£0* 0£0%* 0£0%* 1,2+0,07
Ligatur + 5 min 0x0* 0£0%* 0£0%* 1,2+0,1
Ligatur + 20 min 0+0*# 0+0*# 1,1+0,09 1,1+0,08
Reperfusion + 2 min 0£0*# 0£0*# 1,1+£0,09 1+0,09
Reperfusion + 240 min O£0*# 0+0*# 0,8+0,09 0,8+0,1
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Tabelle 8.20: Methamoglobin (MetHb, *p<0,05 vs. Prophylaxe, #p<0,05 vs

MetHb (g/dl) Negativ-Kontr. Positiv-Kontr. Therapie Prophylaxe
Ruhephase + 30 min 0,7+0,08 0,6%£0,2 0,6+0,09 0,7+0,1
Applikation 1 + 5 min 0,6%+0,1 0,6%0,2 0,64+0,1 0,8+0,3

Ligatur + 5 min 0,6+0,1 0,6+0,2# 0,7£0,09 | 0,8+0,2
Ligatur + 20 min 0,7+0,08 0,6%+0,1 0,8+0,2 0,8+0,2
Reperfusion + 2 min 0,6%+0,1 0,6+0,04 0,7+0,2 0,8+0,2
Reperfusion + 240 min 0,6+0,08 0,8+0,13 0,7+0,07 0,7+0,2
8.1.6. Mikroperfusion
Tabelle 8.21: Mikroperfusion ,non Area” (MW+SD, ml/g x min)
RMBF (ml/g x min) Negativ-Kontr. Positiv-Kontr. Therapie Prophylaxe
Ruhephase + 30 min 2,8+2,3 2,3+1,2 1,6+0,3 2,1+1
Ligatur + 20 min 2,8+1 3,3+1,3 2,4£0,9 2,61
Reperfusion + 2 min 3,2+0,9 3,0£1,2 2,5+0,7 2,3+1,0
Reperfusion + 240 min 3,2+1,8 2,6x1,3 2,2+0,3 2,3+0,9

Tabelle 8.22: Mikroperfusion , Area at Risk” (MWxSD, ml/g x min)

RMBF (ml/g x min) Negativ-Kontr. Positiv-Kontr. Therapie Prophylaxe
Ruhephase + 30 min 2,5+1,6 2,2+1,2 1,0+0,3 1,2+0,7
Ligatur + 20 min 2,1+0,8 0,05+0,01 0,1+0,06 | 0,05+0,04
Reperfusion + 2 min 2,51 2,9+1,4 2,8+0,5 3,2+1,4
Reperfusion + 240 min 2,5+1 1,3+0,6 0,8+0,4 1,4+0,8
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8.2. Abkiirzungsverzeichnis

BAGS
BGA
BZ
Ca*™*
COHb
EK
EKG
E-Lyte
FIO,
Hb
HbO,
HBOC
HES
HF
Hkt
HzvV
IHD
K+
KCL
KHK
KOD

LV
MAP
MetHb
MGW
MPS
MW
Na*
NaCl
NO

PaCoO,
PaO,
PAP
pHb

Behorde fir Arbeit, Gesundheit und Soziales
Blutgasanalyse
Blutglukosekonzentration
ionisiertes Calcium
Carboxyhamoglobin
Erythrozytenkonzentrat
Elektrokardiogramm

Elektrolyte

Fraktion des inspirierten Sauerstoffs
Hamoglobin

Oxyha@moglobin

Hemoglobin Based Oxygen Carrier
Hydroxyethylstarke

Herzfrequenz

Hamatokrit

Herzzeitvolumen

Isovolame Hamodilution

Kalium

Kaliumchlorid

Koronare Herzkrankheit
Kolloidosmotischer Druck

Left anterior descendend = Ramus interventricularis anterior
linker Ventrikel

Mittlerer Arterieller Druck
Methamoglobin

Molekulargewicht
Makrozytar-Phagozytares System
Mittelwert

Natrium

Natriumchlorid

Stickstoffmonoxid

Alphafehler

Partialdruck

Arterieller Kohlendioxidpartialdruck
Arterieller Sauerstoffpartialdruck
Pulmonalarterieller Druck

plasmatisch geléstes Hdamoglobin
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Pso Halbsattigungspartialdruck des Hamoglobins

RMBF Regionaler Myokardialer Blutfluss
RPP Rate-Pressure Product

RV Rechter Ventrikel

RW Referenzwert

Sa0, Arterielle Sauerstoffsattigung
SBC Standard Bicarbonat

SBE Standard BasenUlberschuss

SD Standardabweichung

SVR Systemisch Vaskularer Widerstand
Temp Temperatur

tHb Gesamthamoglobin

tpO, Gewebesauerstoff-Partialdruck
TTC Triphenyl-Tetrazolium-Chlorid
VES Ventrikulare Extrasystole

VF Ventrikulares Flimmern

VT Ventrikuldre Tachykardie

ZVD Zentralvenoéser Druck

ZVK Zentralvenodser Katheter

8.3. Ubersicht der laborchemischen Parameter

GEMESSENE PARAMETER BERECHNETE PARAMETER
pH SBC
PaCoO, SBE
PaO,

HCO5"

K+

Na*

Ca**

Sa0,

OxyHb

pHb

tHb

MetHb

COHb
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