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1. Einleitung

1.1. Grenzen und Alternativen der Transfusionsmedizin

Die Transfusion von Blutprodukten bleibt in der modernen Medizin und vor allem
im operativen Bereich nach wie vor unerlasslich. Hohe Qualitatsstandards
konnten die Risiken und Komplikationen homologer Bluttransfusionen
minimieren. Trotzdem bleibt die Gefahr der hamatogenen Ubertragung von
Krankheiten wie HIV [19,31,39,64,173], Hepatitis [1], Cytomegalie [3], HTLV
sowie bakterieller Infektionen [20,131] bestehen. Weitere Komplikationen der
Transfusiontherapie sind Immunsuppression [53,107], Verkirzung der
rezidivfreien Intervalle nach Tumorresektion [15,161] sowie
Unvertraglichkeitsreaktionen [167], die auch bis heute nicht komplett eliminiert
werden konnten. Es werden auch Falle von ARDS (acute respiratory distress
syndrom) mit allogenen Bluttransfusionen in Verbindung gebracht [86], die auf
Antikdrper des Spenders gegen Leukozyten des Empfangers zurtckgefuhrt
werden [145,146].

Es gibt verschiedene Madoglichkeiten, die Anwendung von homologen
Bluttransfusionen und die damit verbundenen Risiken zu verringern. Es haben
sich einige Methoden im klinischen Alltag etabliert. So wird die
Transfusionstherapie in der operativen Medizin insbesondere durch autologe
Transfusionstechniken, den Einsatz des Cell-Savers sowie die akute
perioperative  isovolame  Hamodilution erganzt [34,38,69,114,117,165].
Pharmakologische Ansatze zur Reduzierung von Bluttransfusionen sind die
praoperative Applikation von Erythropoetein [56,153] oder Aprotinin [24,94,126].

Neben den zugegeben geringen Gefahren, die die Bluttransfusion fiir den
Patienten mit sich bringt, entstehen durch aufwandige Testverfahren immer
hohere Kosten fur Blutprodukte. Der wachsende Bedarf an Blutpraparaten
verstarkt die Problematik der Spenderabhangigkeit, Lagerung und beschréankten
Haltbarkeit dieser Produkte.

Der Fortschritt der operativen Medizin fuhrt zu einem zunehmenden Bedarf an
Blutprodukten, der durch die oben erwahnten perioperativen blutsparenden
Mallnahmen und homologe Bluttransfusionen kaum gedeckt werden kann.
Aufgrund der drohenden Verknappung von homologen Blutpraparaten sowie der
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zunehmend kritischen Einstellung von Patienten und Arzten gegeniber der
Fremdbluttransfusion ist die Entwicklung sicherer und nebenwirkungsarmer
Alternativpraparate dringend notwendig.

Die zwei potentiellen Alternativen zu den homologen Erythrozytenkonzentraten
sind chemisch modifizierte Hadmoglobinldsungen und die Perfluorocarbone (PFC)
[63,76].

1.2. Historie

Bereits Anfang des 17. Jahrhunderts wurden nach Beschreibung des
Blutkreislaufes durch William Harvey die ersten Bluttransfusionen durchgefihrt
[17]. Die Patienten verstarben allerdings haufig an damals nicht erklarlichen
Ursachen. 1862 isolierte Felix Hoppe-Seyler den wesentlichen Bestandteil der
Erythrozyten durch Kristallisation, das Hamoglobin [139].

Es folgten weitere Versuche in den nachsten Jahrzehnten durch verschiedene
Arzte, Blut oder andere vermeintliche Blutersatzstoffe zu transfundieren. Die
meisten scheiterten an einem unvollstandigen Verstandnis Utber Hamolyse,
Koagulation und antiseptische Techniken. Die Entdeckung des ABO Systems
durch Karl Landsteiner 1901 und die Entdeckung des Rhesus Faktors durch
Landsteiner und Wiener 1940 schafften die Voraussetzung fur die Entwicklung
der Transfusionsmedizin.

Freies Hamoglobin ist das alteste und am besten untersuchte Blutersatzmittel.
1916 hamolysierten Sellards und Minot Erythrozyten in destilliertem Wasser,
fugten Salz hinzu, um die Lésung isotonisch zu machen und infundierten sie den
Spendern. So wollten sie die unerwinschten Effekte von Hamoglobin wahrend
intravasaler Hamolyse untersuchen. Sie beobachteten nur wenig
Nebenwirkungen [138]. Amberson stellte mit gleicher Technik eine bovine
Hamoglobinlésung her und fuhrte mit ihr Austauschtransfusionen an Katzen
durch und bewies damit die Wirksamkeit von freiem H&amoglobin als
sauerstofftransportierendem Blutersatzmittel [6]. Dartber hinaus flhrte er
klinische Versuche an Patienten durch und berichtete Uber die auch heutzutage
beschriebenen Probleme bei der Anwendung von freiem Hamoglobin, wie

Bradykardie, Blutdruckanstieg und Oligurie bis zum Nierenversagen [5]. Diese
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Toxizitdt wurde auf Stroma- und Membranfragmente der Erythrozyten
zurtckgefuhrt [51] und konnte durch das von Rabiner [122] entwickelte
Filtrationsverfahren zur Reinigung des Hamoglobins von Zellresten wesentlich
verringert werden. Es entstand der Begriff des ,stromafreien® Hamoglobins.
Fortlaufende Bestrebungen um die Verbesserung des Purifikationsprozesses bei
der Herstellung von Hamoglobinldsungen [163] =zahlten sich aus. Es konnte
tierexperimentell belegt werden, dass selbst hohe Dosen ultragereinigter
Hamoglobinlésungen keine organtoxischen Nebenwirkungen haben [91,158].

Ein  weiteres Problem in der Anwendung von unmodifizierten
Hamoglobinlésungen lag in der raschen Dissoziation der Hamoglobin-Tetramere
in Dimere und der damit verbundenen kurzen intravasalen Verweildauer und der
Erhéhung des kolloidosmotischen Druckes im Gefal3system. Nephrotoxische
Eigenschaften der unmodifizierten Hamoglobinlésungen wurden auf die renale
Filtration und Exkretion der Dimere in Verbindung mit Vasokonstriktion
zurlckgefuhrt. 1967 konnte Bunn [23] dieser Problematik durch die Entwicklung
einer Methode zur Stabilisierung der Hamoglobintetramere  durch
Quervernetzung, dem intra- und intermolekularen Cross-Linking Abhilfe schaffen
[169].

Ein weiterer limitierender Faktor in der Anwendung von friheren
Hamoglobinlésungen war die hohe Sauerstoffaffinitat dieser Préaparate. Diese
hatte eine verminderte Sauerstoffabgabe an das Gewebe und somit eine
schlechte Oxygenierung zur Folge. Der Verlust von 2,3-Diphosphoglycerat in
freiem Hamoglobin wurde dafir verantwortlich gemacht. Durch Besetzung der
Bindungsstelle fur 2,3-Diphosphglycerat mit Pyridoxal-5-Phosphat konnte die
Sauerstoffaffinitat gesenkt und die Gewebeoxygenierung verbessert werden [10-
12,61,136].

Derzeit befinden sich einige der nach der amerikanischen Food and Drug
Administration (FDA) bezeichneten hemoglobin-based oxygen carrier (HBOC) in
klinischen Studien der Phasen I, Il und Ill, wobei sich humane, bovine und
rekombinante Hamoglobinlésungen unterscheiden lassen. Fir HBOC-201
erfolgte im April 2001 die Zulassung in Sudafrika flr den perioperativen Einsatz
bei Erwachsenen.

Weitere Substanzen, die als sauerstofftransportierende Blutersatzstoffe in Frage

kommen, sind die synthetisch hergestellten Perfluorcarbone.
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1.3. Bedeutung des Sauerstoffs fur den Organismus

Die einzelne lebende Kdrperzelle bendétigt fur die Aufrechterhaltung ihrer Struktur,
ihrer Funktionsbereitschaft und fir die Durchfihrung ihrer Funktionen eine
bestimmte Energiemenge, die sie unter Normalbedingungen vorrangig aus dem
oxidativen Abbau der Nahrstoffe gewinnt. Vorraussetzung fur die
Energiegewinnung aus dem aeroben Stoffwechsel ist die Anwesenheit von
Substraten wie Kohlenhydraten, Eiweien und Fetten sowie von molekularem
Sauerstoff in ausreichenden Konzentrationen in der Zelle [132].

Unter anaeroben Bedingungen kann die in den Geweben bendtigte Energie
lediglich durch die Glykolyse gewonnen werden. Dieser Stoffwechselweg ist
jedoch gegeniber dem oxidativen sehr viel untkonomischer, da das hier
entstehende Endprodukt Laktat noch einen sehr hohen Energiegehalt besitzt.

Die biologische Oxidation der Nahrstoffe findet in den Mitochondrien statt. Neben
den Enzymen des Citratcyclus, der Atmungskette und der oxidativen
Phosphorylierung kénnen in ihnen Enzyme fur den Abbau der Fettsduren und den
Abbau verschiedener Aminoséuren nachgewiesen werden [93].

Unter pathophysiologischen Bedingungen, die zu einer Einschrankung der
Sauerstoffversorgung fuihren, kann der Energiebedarf nur fur kurze Zeit durch die
in begrenzter Menge gespeicherten Energiereserven oder die anaerobe
Glykolyse gedeckt werden. Es kommt zu einer steigenden Laktatkonzentration
im Gewebe und im Blut mit konsekutiver metabolischer Azidose, die starke
Veranderungen im Zellstoffwechsel auslost, sobald der intrazellulare pH-Wert den
optimalen Bereich fur die Funktion der Enzymsysteme unterschreitet. Der
optimale pH-Wert des arteriellen menschlichen Blutes (37°C) liegt zwischen 7,37
und 7,43.

Stérungen des Gasaustausches in der Lunge oder Stérungen des Gastransportes
im Blut fihren zu einer Sauerstoffmangelversorgung der Organe. Es kommt zur
Gewebehypoxie oder Gewebeanoxie. Unter den Ursachen einer
Sauerstoffmangelversorgungen stehen drei im Vordergrund. Zum einen die
Erniedrigung des O.-Partialdruckes im arteriellen Blut (arterielle Hypoxie), als
Folge einer alveolaren Hypoventilation oder eines Ventilations-Perfusions-
Missverhéltnisses in der Lunge oder eines verminderten O,-Angebotes in der

Atemluft. Eine weitere Ursache eines verminderten O,-Angebotes an die Organe
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ist die Herabsetzung der Sauerstofftransportkapazitat des Blutes (anamische
Hypoxie), verursacht durch akute oder chronische Blutverluste oder eine
mangelhafte Hamoglobinsynthese (Anamien) sowie eine Methdmoglobinbildung
oder eine CO-Vergiftung (funktionelle Andmie). Als dritter Hauptgrund ist die
Einschrankung der Organdurchblutung durch GefalRverschluss (ischamische
Hypoxie) zu erwahnen.

Jede akute Gewebeanoxie fihrt nach einem kurzen freien Intervall, in dem die
Zellfunktionen noch voll aufrecht erhalten werden kodnnen, zu einer
Einschrankung des Stoffwechsels und damit ihrer Funktionen. Im weiteren Verlauf
kommt es zur LA&hmung der Zellfunktionen. Die Zelle kann ihre Struktur mit Hilfe
der begrenzt vorhandenen Energiereserven je nach Hohe des Energiebedarfs
noch Uber einige Minuten bis Stunden aufrecht erhalten. Solange ist der Schaden
noch reversibel und eine erfolgreiche Wiederbelebung ist mdglich. Dauert die
Unterbrechung der Sauerstoffzufuhr jedoch Uber diesen Zeitpunkt hinaus an,
kommt es zur irreversiblen Zellschadigung und zum Zelltod. Die verschiedenen
Gewebe reagieren unterschiedlich sensibel auf O,-Mangel. So sind die
hochdifferenzierten Zellen wie Neurone sehr empfindlich gegentber einer Anoxie
und es treten hier bereits nach zehn Minuten irreparable Schaden ein.

Das Sauerstoffangebot in den Organen ergibt sich aus dem Produkt der
arteriellen Sauerstoffkonzentration und DurchblutungsgrofRe. Veranderungen der
Durchblutung als Folge von Anderungen des peripheren GefalRwiderstandes oder
des arteriellen Mitteldruckes fuhren also auch zu einer unmittelbaren
Veranderung des Sauerstoffangebotes in einem Gewebe. Und umgekehrt kann
ein vermehrter O,-Bedarf Uber eine Steigerung der Durchblutung erreicht werden.
Diese wird in erster Linie von der Grof3e des Herzzeitvolumens und der Hohe
des GefalBmuskeltonus in den der terminalen Strohmbahn vorgeschalteten
Gefalabschnitten bestimmt.

Auch fir die Wundheilung ist eine ausreichende Oxygenierung des Gewebes
notwendig. So konnte gezeigt werden, dass der perioperative Einsatz von
Sauerstoff zur Senkung der Inzidenz von bakteriellen Infektionen der
Operationswunde diente [66].
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1.4. Hamoglobin — Vehikel fur den Sauerstoff

Eine wesentliche Aufgabe des Blutes besteht darin, den in der Lunge
aufgenommenen Sauerstoff zu den Organen und Geweben zu transportieren
und das hier durch den Zellstoffwechsel angefallene Kohlendioxid zurtck zur
Lunge zu beférdern, wo es abgeatmet werden kann [132,162]. Diese Funktion
wird von den Erythrozyten erfillt. Der in ihnen enthaltene rote Blutfarbstoff
Hamoglobin besitzt die Fahigkeit, den Sauerstoff aus den Lungenkapillaren
aufzunehmen und in den Gewebekapillaren wieder abzugeben. AulRerdem
vermag es einen Teil des gebildeten Kohlendioxids zu binden und in der Lunge
wieder freizusetzen.

Hamoglobin ist ein Chromoprotein mit einem Molekulargewicht von 64 500
Dalton. Das Molekul besteht aus vier Polypeptidketten, je zwei a und zwei 3
Ketten, mit je einer Farbstoffkomponente, die als Ham bezeichnet wird und in
deren Zentrum sich ein zweiwertiges Eisenatom befindet (Abb.1l). Beim
Sauerstofftransport wird O, ohne Wertigkeitsveranderung des Eisenatoms locker
koordinativ an dieses angelagert. Dieser Vorgang wird Oxygenation genannt, aus
Hamoglobin entsteht hierbei Oxyhamoglobin. Entsprechend ist die O,-Abgabe
eine Desoxygenation. Aul3erdem kann auch eine echte Oxidation stattfinden, bei
der das zweiwertige Eisen in dreiwertiges Ubergeht. Dann spricht man von
Hamiglobin oder Met-Hamoglobin. Normalerweise enthalt das menschliche Blut
nur einen sehr geringen Anteil Hamiglobin, der allerdings unter Einwirkung
gewisser Gifte oder bei bestimmten Erkrankungen geféhrlich anwachsen kann.
Gefahrlich deshalb, weil in diesem Fall das Hamoglobin nicht mehr fir den
Sauerstofftransport zum Gewebe zur Verfligung steht.

1 mol Hamoglobin kann maximal 4 mol O, binden und 1g Hb kann theoretisch
1,59 ml O, transportieren. Bei der tatsachlichen Messung ergeben sich allerdings
meist kleinere Werte von 1,34 ml O, / g Hb. Diese Zahl bezeichnet man als
Hufnersche Zahl. Die maximale O,-Bindungskapazitéat errechnet sich als Produkt
aus der Hufnerschen Zahl und der Hamoglobinkonzentration.

Nach dem Massenwirkungsgesetz hangt die Sauerstoffsattigung des
Hamoglobins von dem jeweiligen gegebenen O,-Partialdruck ab. Graphisch lasst
sich dieser Zusammenhang in der O,-Bindungskurve darstellen (Abb. 2). Sie

weist einen charakteristischen S-formigen Verlauf auf. Ihre Steilheit kann am
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einfachsten am O,-Halbsattigungsdruck (Pso) beschrieben werden. Das ist
derjenige O»-Partialdruck, bei dem 50% des Hb in oxygenierter Form vorliegen.
Unter physiologischen Bedingungen (pH=7,4; Temperatur=37°C) betragt der Ps
etwa 26mmHg. FiUr die Sauerstoffabgabe im Gewebe erweist sich der steile
Verlauf im Mittelteil der Kurve als gunstig. Hier kann sich die O,-Abgabe ohne
groBe Anderungen des O,-Partialdruckes dem Bedarf anpassen. Der flache
Verlauf im Endteil der Kurve schitzt vor einem starkeren Abfall der Sattigung
auch bei einem verminderten arteriellen O,-Partialdruck bis ca. 60 mmHg, was
insbesondere bei alteren Menschen oder bei Lungenfunktionsstérungen zu sehen
ist. Die Oj-Affinitdt und damit der Psp kann durch verschiedene Faktoren
beeinflulRt werden. Eine Affinitatsabnahme geht mit einem Anstieg des Psy einher
und fuhrt zu einer Rechtsverschiebung der Kurve. Dies findet sich bei Zunahme
der H'-Konzentration (Erniedrigung des pH-Wertes), Anstieg der CO»-
Konzentration, Temperaturerhbhung sowie bei Zunahme der intraerythrozytaren
Konzentration an 2,3-Diphosphoglycerat. Die pH-Abhangigkeit des Oo-
Bindungskurvenverlaufs wird als Bohr-Effekt bezeichnet.

Neben der Funktion als Sauerstoffvehikel kommt dem intraerythrozytaren
Hamoglobin eine grof3e Bedeutung fur die Pufferung und den CO,-Transport im
Blut zu. Als Endprodukt des oxidativen Zellstoffwechsels fallt Kohlendioxid an.
Der Uberwiegende Teil wird zu Kohlenséure hydratisiert, die sofort in Bicarbonat
und Wasserstoffionen dissoziiert. Diese Reaktion vollzieht sich im Erythrozyten in
Anwesenheit der Carboanhydrase in 10 000 mal groR3erer Geschwindigkeit als im
Plasma. Die freiwerdenden Bikarbonationen diffundieren im Austausch gegen
Chloridionen in das Plasma. Dieser Austausch wird als Hamburger-Shift
bezeichnet. Die ebenfalls anfallenden H*-lonen werden vom Hb gepuffert. Eine
weitere Moglichkeit des Kohlendioxidabtransportes aus den Geweben besteht in
der direkten Anlagerung an die EiweiBkomponente des Hamoglobins. Das
Reaktionsprodukt wird als Carbaminohdmoglobin bezeichnet.

Die CO,-Bindungsfahigkeit ist abhangig vom O,-Sattigungsgrad des
Hamoglobins. Desoxygeniertes Blut besitzt gegentber dem oxygenierten eine
sehr viel hohere CO,-Bindungskapazitat. Die unterschiedliche Bindungsfahigkeit
kommt dadurch zustande, dass Oxyhamoglobin starker sauer reagiert als das
desoxygenierte Hamoglobin. Die fur die CO2-Aufnahme notwendige Dissoziation

der Kohlensaure wird umso mehr geférdert, je geringer die Sattigung des Hb mit
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Sauerstoff ist. AulBerdem kann desoxygeniertes Hb besser CO, in Form von
Carbamat binden. Die Abhéangigkeit der CO,-Bindung vom Oxygenierungsgrad
des Hamoglobin wird als Christian-Douglas-Haldane-Effekt bezeichnet.

Das adulte menschliche Hamoglobin ist das HbA, das sich aus zwei a und zwei 3
Ketten zusammensetzt. Wahrend der Fetalzeit findet sich ein als HbF
bezeichnetes Hamoglobin, das sich vom HbA dadurch unterscheidet, dass es
statt B-Ketten y-Ketten aufweist.

Im Laufe der Erythropoese verlieren die erythrozytaren Vorlauferzellen ihre
Zellkerne, was eine hore Konzentration an intrazellularem Hamoglobin
ermdglicht. Durschnittlich betragt die Hamoglobinbeladung in einem Erythrozyten
26-36 pg. Der Vorteil von intraerythrozytarem Hb gegenuber freiem Hb liegt darin,
dass der kolloidosmotische Druck im Blut physiologisch bleibt. Aul3erdem ist die
Lebensdauer des Blutfarbstoffes verlangert, da er vor enzymatischen Abbau und

Oxidation im Plasma geschutzt ist.

CH;
|
|i|' LH
I !
[ H Y
& 5
C= or ““x_
Hys—© f i C—H==CH
E | | v
l-i.'“'-' _H M__
.
Hi: I &H
.:I. .--_.
- 3 ]
§ d ™
r'. | -..I
EAL—C, : ! L—GH
b o s
"G H g
| |
CH LHa
CHa CHg
i |
GO0 0

Abbildung 1: Chemische Struktur des Ham
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Abbildung 2: Sauerstoffbindungskurve in Abhangigkeit von verschiedenen
Parametern: A: Temperaturabhangigkeit, B: pH-Abhangigkeit, C: Abhangigkeit
vom CO»,-Partialdruck, D: Abhangigkeit von der intraerythrozytaren Konzentration
des 2,3-Diphosphoglycerats (2,3-DPG).

1.5. Klinisch verfugbare Volumenersatzmittel

Im klinischen Gebrauch als Volumenersatzmittel sind derzeit kristalloide und
kolloidale Lésungen. Isotone Vollelektrolytibsungen, wie zum Beispiel Ringer-
Laktat werden zur Standardflissigkeitssubstitution verwendet. Bei den kolloidalen
Losungen handelt es sich um onkotisch wirksame Substanzen. Dazu z&hlen
Flussigkeiten wie Gelatine, Dextrane und Hydroxyathylstarke. Sie ermdglichen
einen schnellen Volumenersatz bei akuten Verlusten von Plasma und Blut,
Schock oder Sepsis unter Aufrechterhaltung und Stabilisierung der Herz-
Kreislauf-Funktion sowie Gewahrleistung der Perfusion lebenswichtiger Organe.
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Zwei wesentliche Eigenschaften machen diese Substanzen aus: 1. ihr
Wasserbindungsvermogen, dass heildt sie ,halten Flussigkeit im Intravasalraum®.
Es handelt sich hierbei um hypertone Losungen, die Wasser aus dem Interstitium
in den Intravasalraum ziehen kdnnen. Sie werden deshalb als Plasmaexpander
bezeichnet. Aul3erdem besitzen sie eine geringe transkapillare Permeabilitat, so
dass sie langere Zeit im Plasma verweilen [133]. Ihre unbegrenzte und sofortige
Verfugbarkeit sind ein grof3er Vorteil, jedoch wird ihr Einsatz durch Auslésung von
anaphylaktischen Reaktionen, Beeintréchtigung der Blutgerinnung, Hemmung der
Albuminsynthese sowie eine mogliche Immunosuppression nach repetetiver
Gabe hoher Dosen begrenzt [37,71,99,119,133]. Der grof3te limitierende Faktor
im Einsatz dieser Substanzen besteht allerdings darin, dass sie die
Hauptfunktionen des Blutes wie die Gerinnung und insbesondere den

Sauerstofftransport nicht tbernehmen kénnen.

1.6. Anforderungen an ein ideales Blutersatzmittel

Ein ideales Blutersatzmittel sollte moglichst die Aufrechterhaltung des aeroben
Zellstoffwechsels im Gewebe gewahrleisten. Um einen suffizienten
Sauerstofftransport und eine ausreichende Gewebeoxygenierung zu erzielen, ist
eine ausreichende O,-Aufnahme in der Lunge, eine adaquate O,-Bindung und
Transport sowie eine suffiziente O,-Abgabe in den Geweben erforderlich. Zudem
sollte es eine ausreichend lange intravasale Verweildauer, gunstige rheologische
Eigenschaften und eine adaquate intravasale Volumenwirkung besitzen. Naturlich
sollte es maglichst frei von Nebenwirkungen sein, dass heil3t, weder infektioses,
noch allergenes oder immunogenes Potential aufweisen. Logistische Aspekte
sind unbegrenzte Verfugbarkeit, problemlose Lagerung und lange Haltbarkeit.
Zusatzlich sollte es kostengtinstig sein.

Folgende Kiriterien sollten erfillt sein, bevor Hamoglobinlésungen als
Sauerstofftrager beim Menschen eingesetzt werden kdnnen:

Die Substanz mul3 auch in Abwesenheit von intraerythrozytarem 2,3-
Diphosphoglycerat in ausreichendem MaRRe Sauerstoff an das Gewebe abgeben.

Die Substanz muss nebenwirkungsarm sein.
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Die Hamoglobin-Losungen mussen chemisch so modifiziert werden, dass sie

stabil und eine ausreichende intravasale Verweildauer gewéhrleisten.

1.7. Modifikation von Hamoglobinlésungen

Um diese Kiriterien zu erfullen, wurden im Herstellungsverfahren von
Hamoglobinlésungen Purifikationsprozesse und chemische
Modifikationsvorgange entwickelt.

Nach Hamolyse der Erythrozyten in destilliertem Wasser oder Phosphatpuffer [6],
werden die Erythrozyten gewaschen und durch Zentrifugation von Stroma- und
Membranresten getrennt [70]. Durch Kiristallisation, Filtration sowie
chromatographische oder elektrophoretische Auftrennung werden die Lésungen
weiter gereinigt [36]. Um die Hamoglobinkonzentration zu erh6hen und die
Elektrolytkonzentration der Lésungen anzugleichen wurden Dialyseverfahren
angewandt [70,122]. Eine genaue Untersuchung der Sicherheit von steril
hergestellten stromafreien Hamoglobinldsungen flhrten Savitsky et al. 1978 [130]
an acht freiwilligen Testpersonen durch. Die Teilnehmer entwickelten Bradykardie,
Hypertension und Oligurie. Eine Erklarung fir die immer wieder beobachteten
Blutdruckanstiege nach Applikation von Hamoglobinldsungen ist die NO-
Bindungstheorie. Stickstoffmonoxid (NO) ist ein Vasodilatator, der aufgrund seiner
starken Affinitdt zu zweiwertigen Eisenatomen durch Hamoglobinldsungen
gebunden wird und so keine GefalRerweiterung mehr bewirken kann, so dass es
zu Anstiegen des systemischen und pulmonalen GefaRwiderstandes kommt
[4,104,111,141,168]. Die rasche Dissoziation der Hamoglobin-Tetramere in
Dimere und deren anschlieRende renale Filtration und Exkretion erhoht die im
Tierversuch beobachtete Hamoglobinurie, die zusatzlich zu einem raschen
Wirkungsverlust mit toxischen Reaktionen an der Niere fuhrt [8]. In einer Studie
von Smith et al. wurde die Organotoxizitat einer Hamoglobinlésung an Leber und
Niere untersucht. Hier korrelierte das Ausmal3 der Organschadigung direkt mit
dem Grad der Hamoglobinurie [150].

Durch intra- und intermolekulares Cross-linking sowie Konjugation mit
Makromolekilen wie Polyethylenglykol oder Glutaraldehyd konnte die Stabilitat
der Hamoglobinmolekile deutlich erhéht und somit die Halbwertszeit verlangert

werden [9,14,79,152,169]. Intramolekulares Cross-linking beschreibt die
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chemische Verbindung von zwei a-Ketten oder von einer a- mit einer 3-Kette. Als
intermolekulares Cross-linking bezeichnet man die Quervernetzung oder
Polymerisierung von mehreren Tetrameren. Ein weiter Vorteil der Polymerisierung
der Hamoglobinldsungen bestand darin, dass die Anzahl der osmotisch
wirksamen Teilchen stark sank, und sich die ehemals hyperosmolar wirkende
Losung dem physiologischen kolloidosmotischen Druck des Blutes annaherte
[60,135].

Ein weiteres Problem zeigte sich in der Sauerstoffaffinitat von humanem freiem
Hamoglobin. Das extraerythrozytare Hamoglobin hat eine sehr viel héhere
Sauerstoffaffinitdt als intrazellulares. Dieses Phanomen erklart sich durch den
Verlust des intrazellular vorhandenen 2,3-Diphosphoglycerat, das die
Sauerstoffaffinitat im Erythrozyten regelt. So konnte unverandertes freies
Hamoglobin nur unzureichende Mengen an Sauerstoff an das Gewebe abgeben
und eine suffiziente Gewebeoxygenierung nicht ausreichend gewahrleisten. Die
Sauerstoffversorgung des Gewebes ist ein entscheidendes Kriterium fur die
Effektivitat eines kunstlichen Sauerstofftragers. Deswegen suchte man nach
Verfahren, die Fahigkeit der Sauerstoffabgabe der Hamoglobinlésungen zu
beeinflussen. Durch Anlagerung von Pyridoxalphosphaten an das Hamoglobin
konnte dies erreicht werden. So wurde der Psy (=der Sauerstoffpartialdruck, bei
dem 50% des Hamoglobins mit Sauerstoff gesattigt sind) von 12 mmHg auf 22
bis 24 mmHg angehoben. Normales Blut hat einen Psy von ca. 27 mmHg
[12,65,90,136].

Bei gentechnisch hergestellten Hamoglobinmolekilen kann auf molekularer
Ebene durch Austausch einzelner Aminosauren die Sauerstoffaffinitat reguliert
werden [125].

Folgende modifizierte Hamoglobinldsungen wurden oder werden zur Zeit in

klinischen Studien Phase | bis Il erprobt:

Humanes Diaspirin-vernetztes Hamoglobin (DCLHb): Sudien derzeit gestoppt
Humanes mit Glutaraldehyd polymerisiertes Hamoglobin (Polyheme)
Humanes mit o-Raffinose konjugiertes Hamoglobin (HemoLink)

Bovines mit Polyethylenglykol konjugiertes Hamoglobin (PEG-Hb)

Bovines mit Glutaraldehyd polymerisiertes Hamoglobin (HBOC-201)
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Rekombinantes Hamoglobin: Studien derzeit gestoppt
Humanes mit Polyoxyethylen konjugiertes Hamoglobin

1.7.1. Humane Hamoglobinlésungen

Humanes Hamoglobin wird durch Lyse von Erythrozyten aus abgelaufenen
Erythrozytenkonzentraten aus den Blutbanken gewonnen. Hier zeigt sich schon
das erste Problem, denn der Bedarf an sauerstofftransportierenden
Blutersatzmitteln wird nicht aus abgelaufenen Blutkonserven zu decken sein.

Es schliel3en sich eine Reihe von Reinigungs- und Filtrationsvorgangen an, die
alle Stromareste vom Hamoglobin trennen sollen, so dass die resultierende
Losung als stromafreies Hamoglobin (SFH) bezeichnet werden kann. Da die
Antigene auf den Membranen lokalisiert sind, ist SFH universell kompatibel und
kann ohne Ricksicht auf die Blutgruppe des Empféangers transfundiert werden
[60,125].

Da die Sauerstoffaffinitdit des humanen Hamoglobins Uber das im Erythrozyten
enthaltene 2,3-Diphosphglycerat geregelt wird und dies bei freiem Hamoglobin
verloren geht, kommt es zu einer erhohten Sauerstoffaffinitat und
verschlechterten Sauerstoffabgabe im Gewebe (siehe oben). Durch Bindung des
Hamoglobins an Pyridoxalphosphat wurde dem Abhilfe geschaffen.

Allerdings besteht bei menschlichen Hamoglobin-Praparaten die Gefahr einer
Virusubertragung. Spezielle Filtrationsvorgdnge und Erhitzungsprozesse der
Praparate konnten zwar die Keimzahlen (Hepatitis B und A, HIV) stark senken,
jedoch nicht vollstdndig entfernen, so dass ein Restrisiko der Virusibertragung
bestehen bleibt [7,137].

In einer Studie von Gould et al. wurde bei traumatisierten Patienten die Effektivitat
der Transfusion einer humanen polymerisierten Hamoglobinldsung (Polyheme) im
Vergleich zu Erythrozytenkonzentraten untersucht [58]. Die Transfusionen der
Hamoglobinlésungen wurden gut vertragen und es traten keine relevanten
Nebenwirkungen auf. Die mit Polyheme erreichten Gesamthamoglobinwerte
entsprachen denen der durch Erythrozytentransfusion erzielten Werte. Aul3erdem
konnte die Anzahl transfundierter Erythrozytenkonzentrate um 3 Einheiten

gesenkt werden.
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Johnson et al. [80] gelang es, nachzuweisen, dass Transfusionen von Polyheme
sich nicht negativ auf den systemischen und pulmonalen Widerstand sowie den
Sauerstofftransport auswirken, wie es in anderen Versuchen beschrieben wurde
[73,75]. Dazu verglichen sie traumatisierte, transfusionpflichtige Patienten, die
entweder Erythrozytenkonzentrate oder polymerisierte zellfreie
Hamoglobinlésungen (Polyheme) erhielten [80].

Am besten erprobt ist derzeit das humane Diaspirin-vernetzte Hamoglobin
(DCLHD).

Im Tiermodell wurde die Effektivitat der Therapie eines hamorrhagischen Schocks
mit verschiedenen Dosierungen von DCLHb im Vergleich zu Ringer-Laktat und
einer unbehandelten Gruppe untersucht. Hohere Dosierungen von DCLHb
resultierten in einem starkeren Anstieg des mittleren arteriellen Blutrucks als in
der unbehandelten oder der mit Ringer-Laktat behandelten Gruppe. DCLHb
verbesserte den Base Excess und die Laktatkonzentration, beides Indikatoren fur
die globale Gewebeperfusion und Sauerstoffversorgung, schneller und besser
als in den Kontrollgruppen. Es konnte ein gunstiger Effekt auf Blutdruck und
Gewebeperfusion im hamorrhagischen Schockmodell durch Transfusion von
DCLHb belegt werden [102].

In einem weiteren Versuch konnte die Behandlung mit DCLHb nach grof3en
Blutverlusten eine bessere mikrovaskulare Oxygenierung gewahrleisten. Es
wurde die Behandlung mit DCLHb, Ringer-Laktat und modifizierter Gelatine im
Schweinemodell verglichen. DCLHb stellte sich als der bessere und langerfristige
Sauerstofflieferant heraus [170].

Eine Multicenter-Studie an Patienten, die eine Bypass-Operation am Herzen
erhalten hatten, konnte belegen, dass die Anwendung von DCLHb die
Notwendigkeit von Transfusionen von Erythrozytenkonzentraten um 19% senkt
[88].

1.7.1. Bovines Hamoglobin

Durch Lyse, Chromatografie, und Ultrafiltration werden bovine
Hamoglobinlésungen aus Rinderblut gewonnen. Die Regulation der

Sauerstoffaffinitat des bovinen Hamoglobins unterliegt nicht, wie beim
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menschlichen Hadmoglobin, der Anwesenheit von 2,3-Diphosphoglycerat. Sie wird
hauptséchlich tdber Chloridionen gesteuert [22]. Die hohe Konzentration an
Chloridionen im menschlichen Plasma resultiert in einem ausgezeichneten
Sauerstofftransport boviner Hamoglobinldsungen [172].

Freies unmodifiziertes bovines Hamoglobin hat einen Pso von etwa 30 mmHg und
liegt damit deutlich Uber dem des unmodifizierten extraerythrozytaren
menschlichen Hamoglobinmolekiils, das einen Psy von 12-14 mmHg aufweist
[125].

AuBBerdem weist bovines Hamoglobin eine starkere pH-Abhéangigkeit der
Sauerstoffaffinitat (Bohr-Effekt) auf [52]. Dies resultiert im Falle einer Azidose in
einer verbesserten Sauerstoffabgabe an das Gewebe.

Bovines Hamoglobin scheint auch aufgrund seiner nahezu unbegrenzbaren
Verflugbarkeit und geringen Kosten eine hochst interessante Alternative zum
menschlichen Hamoglobinmolekil zu sein.

Das bovine Hamoglobin ist im Gegensatz zu Hamoglobinen anderer Spezies dem
humanen in seiner Struktur sehr &hnlich und besitzt deshalb wahrscheinlich eine
sehr geringe antigene Potenz [26,72].

Polymerisation mit Glutaraldehyd oder Konjugation mit Polyethylen verbesserte
die Stabilitat der bovinen Hamoglobinmolekile und sorgte fir eine ausreichend
lange intravasale Verweildauer.

Aktuell wird die Anwendung von bovinem Hamoglobin durch das
Transmissionsrisiko von boviner spongiformer Enzephalopathie limitiert. Da
HBOC-201 aber ausschlieBlich aus dem Blut nordamerikanischer streng
uberwachter Rinder gewonnen wird, kann eine Ubertragung von Prionen, die mit
dem Ausldsen der Creutzfeld-Jakob-Erkrankung in Verbindung gebracht wurden,
nahezu ausgeschlossen werden.

Tierexperimentell wurde im hamorrhagischen Schockmodell ultra-gereinigte
bovine Hamoglobinlésung verabreicht. Die Kontrollgruppen erhielten homologes
Blut oder Humanalbumin. Durch Verabreichung der Hamoglobinlésung konnte
eine stabile Hamodynamik und eine Korrektur der metabolischen Azidose erreicht
werden. Der Erfolg war vergleichbar mit dem der Therapie mit homologen
Erythrozyten. Aul3erdem erwies sich der Sauerstofftransport effizienter als in der
Humanalbumingruppe. Signifikante kardiopulmonale Toxizitat oder unerwinschte

Nebenwirkungen blieben aus [72].
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In einer anderen Studie wurde bei Hunden eine 30%ige und 50%ige
Austauschtransfusion mit bovinem Hamoglobin durchgefuhrt. Alle Tiere
Uberlebten 14 Tage. Es kam zu keinen wesentlichen Veranderungen im Verhalten
der Tiere. Nebenwirkungen auf Hamatologie, Koagulation, Hamodynamik oder
Nierenfunktion blieben aus. Die Blutgasanalysen waren stabil und innerhalb der
physiologischen Grenzen [143].

Polymerisiertes bovines Hamoglobin (HBOC-201, Hemopure) wurde in Phase Il
und Il Studien an Patienten mit orthopadischen, herzchirurgischen, urologischen
Operationen sowie Patienten mit Leberteilresektion getestet [156]. Auch an
Patienten mit Sichelzellanamie wurde es erfolgreich und ohne Nebenwirkungen
angewandt [44,125,159].

Den direkten Beweis flr einen guten Sauerstofftransport und eine effiziente
Sauerstoffabgabe ans Gewebe lieferten Standl et al [160] im Tiermodell. Sie
fuhrten bei Hunden eine isovolame Hamodilution mit bovinem Hamoglobin im
Vergleich zu Hydroxyathylstarke durch. Der im Skelettmuskel gemessene tpO.,
war bei den Tieren, die mit der Hamoglobinlésung behandelt wurden signifikant
hoher als in der Kontrollgruppe. Bei histologischen Untersuchungen an Leber und
Niere wurden keine wesentlichen Veranderungen nach Austauschtransfusionen
mit bovinem Hamoglobin gefunden [158].

In einem weiteren Tierversuch konnte belegt werden, dass kleinere Dosen
boviner Hamoglobinldsungen (HBOC-201) nach isovolamer Hamodilution héhere
Sauerstoffpartialdriicke in peripheren Organen wie dem Skelettmuskel bewirkten,
als eine Transfusion mit autologen gelagerten Erythrozyten oder perioperativ

gewonnenem Frischblut [157].

1.8. Perfluorcarbone (PFC)

Perfluorcarbone sind chemisch synthetisierte fluorierte
Kohlenwasserstoffmolekdle. Makroskopisch  sind  Perfluorcarbone  bei
Raumtemperatur klare, geruchlose, flichtige Flussigkeiten, die wasserunléslich
sind. Dies bedingt bei ihrer intravasalen Anwendung den Einsatz von
Emulgatoren. Die Atombindung zwischen Kohlenstoff und Fluor ist aufgrund ihrer

extremen Polaritdt die stabilste Bindung von Kohlenstoff mit einem anderen



25

Element. Deshalb sind PFC-Molekile aul3erordentlich stabil und vollkommen
inert gegenuber chemischen und biologischen Reaktionspartnern, so dass eine
Metabolisierung weder im tierischen noch im humanen Organismus
nachgewiesen werden konnte [149]. Die Elimination der Substanz aus dem
Kaorper erfolgt durch Exhalation Gber die Lunge.

Der erste Sauerstofftransportnachweis von PFC erfolgte 1966 an einer Maus, die
10 Stunden in einer mit Sauerstoff gesattigten Fluorkohlenstofflésung Uberlebte
[28]. Weitere Experimente an anderen Spezies folgten und bestéatigten den
Nachweis [109,110]. Zuséatzlich wurden Versuche durchgefiihrt, in denen isolierte
Gehirne und andere Organe unter PFC Perfusion ihre Funktion aufrecht erhalten
konnten [148].

Eine medizinisch wichtige Eigenschaft der PFC ist ihre enorme Kapazitat, Gase
(hydrophobe Substanzen), insbesondere Sauerstoff und Kohlendioxid in
physikalischer Form zu l6sen. Die Menge an physikalisch gelostem Gas (z.B.
Sauerstoff) ist dabei direkt proportional dem herrschenden Partialdruck. Die
Menge des transportierten Sauerstoffs ist mit diesen Ldsungen unter den
Normalbedingungen mit atmospharischer Luft, d.h. bei einer inspiratorischen O,-
Konzentration von 21% nur unzureichend. Demnach werden die PFC Klinisch
erst sinnvoll in Verbindung mit héheren inspiratorischen
Sauerstoffkonzentrationen. Héhere Blutkonzentrationen der Praparate selber sind
nur beschrankt moglich, da sie die Blutviskositat erhéhen [29,40,76].

Die bekannteste kommerziell entwickelte PFC Emulsion der ersten Generation,
das Fluosol DA 20 (The Green Cross Corp., Osaka, Japan), ist eine Mischung
aus Perfluorotripropylamin und Perfluorodecalin in Pluronic emulgiert und muf3te
bei —20°C gelagert werden [113]. Klinische Erfahrungen an zahlreichen Patienten
aus Japan und den Vereinigten Staaten beinhalteten Berichte Uber signifikante
Toxizitat, allergische Reaktionen, sowie Zwischenfélle von Brochospasmus und
pulmonaler Hypertension. Es wurde angenommen, dass der Emulgator durch
Komplementaktivierung fur diese Reaktionen verantwortlich war [108,171].

In einer klinischen Studie in den Vereinigten Staaten wurde acht Patienten, die
wahrend eines chirurgischen Eingriffs eine ausgepragte Anamie entwickelten und
Bluttransfusionen aus religiosen Griinden abgelehnt hatten, Fluosol als Blutersatz
verabreicht. Sechs von acht Patienten starben, denn Fluosol konnte selbst bei

zuséatzlicher Sauerstoffgabe den Sauerstoffbedarf im Gewebe nicht dauerhaft
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decken. Die klinisch sinnvolle Anwendbarkeit von Fluosol bleibt limitiert durch die
relativ niedrigen Blutkonzentrationen, die mit der maximal zuldssigen Dosis des
Praparates erreicht werden kdnnen und durch die kurze intravasale Halbwertszeit
von max. 24 Stunden [62]. Weitere klinische Untersuchungen bestatigten, dass
Fluosol keinen Einfluss auf die Uberlebensrate bei hamorrhagischen Patienten
hatte [155].

Bei den neueren Emulsionen wurde Ei-Lecithin als Emulgator eingesetzt, eine
metabolisierbare Substanz naturlicher Herkunft. Diese Emulsionen sind stabil bei
Raumtemperatur und brauchen daher nicht eingefroren werden. Sie kdnnen
mehrere Monate gelagert werden.

Die sogenannten PFC der zweiten Generation weisen eine bis zu viermal hohere
Sauerstofflosungskapazitat als Fluosol auf [127-129]. Die Problematik der kurzen
intravasalen Halbwertszeit sowie die notwendige hohe inspiratorische
Sauerstoffkonzentration bleibt aber auch bei der neuen Generation der PFC

bestehen.

1.9. Ziel des Versuches

Nach dem erfolgreichen Einsatz von HBOC-201 in friheren Versuchen zum
Blutaustausch, zur isovolamen Hamodilution und zur Untersuchung der
Oxygenierung des Skelettmuskels sollte in der vorliegenden Studie die
Oxygenierung des Gewebes der Leber im Vergleich zum Skelettmuskel unter
akuter isovolamer Hamodilution mit HBOC-201 im Vergleich zu HES untersucht
werden. So konnten die Auswirkungen der Hamodilution sowie der
Hamoglobinlésung HBOC-201 auf die Oxygenierung des Gewebes eines
zentralen Organs einerseits untersucht und des weiteren direkt mit den bereits
bekannten Veranderungen auf den tpO, des Skelettmuskels als peripherem
Organ verglichen werden. Durch die Verflugbarkeit flexibler tpO,-Messonden
konnte die Gewebesauerstoffspannung in der Leber in vivo direkt gemessen und
so festgestellt werden, ob es bei Applikation von HBOC-201 zu einer weiteren
Zunahme der Sauerstoffabgabe an die inneren Organe kommt im Vergleich zu

den bekannten Auswirkungen der Hamodilution.



2. Material und Methodik

2.1. Versuchstiere

Tab.1: Demographische Daten
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Ringer-Gruppe HES-Gruppe HBOC-201-Gruppe
Anzahl (n) 6 6 6
Geschlecht (m/w) 3/3 3/3 3/3
Alter (Monate) 16 +/- 3 16 +/- 3 17 +/- 3
Korpergewicht (Kg) 30 +/-2 32 +/-5 31 +/-3
Kerntemperatur (°C)" |[37,3 +/- 0,8 37,2+/-1,1 37,3+/-0,5
Blutvolumen (1) 2,42 +/- 0,44 2,53 +/- 0,44 2,46 +/- 0,21
Korperoberflache(m?)?| 1,16 +/- 0,04 1,20 +/- 0,13 1,18 +/- 0,06

!Die Kerntemperatur wurde durch eine Kontaktsonde an der Membrana tympani

gemessen.

’Die Korperoberflache wurde nach der Formel 0,12 x (Kérpergewicht)

berechnet.

2.2. Anasthesie und Monitoring

2/3

Die mit 2mg/kg Xylazine und 5mg/kg Ketamin-Hydrochlorid pramedizierten Tiere

trafen nach 12h Nahrungskarenz aus der Versuchstierhaltung des UKE im Tier-

OP ein.

Die Narkoseeinleitung erfolgte nach Insertion einer peripheren intravendsen

Verweilkanile mit 5mg/kg KG Thiopental. Zur initialen Relaxierung wurde

Rocuronium in einer Dosierung von 0,5mg /kg KG verabreicht.

Nach endotrachealer Intubation mit einem Oral Lo-Contour TM Tubus mit

Manschette (8,5mm, Mallingckrodt Medical) wurden die Tiere kontrolliert mit 30%

Sauerstoff in Luft normoventiliert, so dass das endexspiratorische CO, zwischen

34-38 mm Hg lag. Nachfolgend wurde die Narkose als intravendse Anasthesie

Uber Perfusor in nachfolgender Dosierung fortgefuhrt:

Fentanylhydrogencitrat (Fentanyl”, Janssen, FRG): 25ug/kg/h
Midazolam (Dormicum”, Hoffmann-LaRoche, FRG): 0,4mg/kg/h

Rocuroniumbromid (Esmeron”,0Organon, FRG): 1mg/kg/h
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Die inspiratorische Sauerstoffkonzentration (FiO,) (Pocket-O,-Monitor, Hoyer,
Bremen, FRG) und der endexspiratorische pCO, (Normocap CO, Monitor, Datex,
Helsinki, SF) wurden kontinuierlich tGberwacht und die Beatmungsparameter so
gewahlt, dass die Sauerstoffkonzentration der Beatmungsluft 30% und der
endexspiratorische pCO, 34-38mmHg betrugen. Zusatzlich dienten die arteriellen

Blutgasanalysen zur Sicherstellung einer Normoventilation.

Zur Basisflissigkeitssubstitution erhielten die Tiere intravenés 1000ml/h

Ringerldsung Uber einen periphervendsen Zugang.

Es wurde ein 6-poliges Brustwand-EKG (Tram 200A, Marquette Electronics,
Milwaukee, USA) am rasierten Thorax der Tiere plaziert und kontinuierlich
abgeleitet. Es diente zu den verschiedenen Messpunkten zur Bestimmung der
Herzfrequenz und zur ST-Analyse.

Es erfolgte eine transurethrale Kathetereinlage (Foley Katheter, Thiemann2, 14G,

Porges, France) zur Harnableitung und Ausfuhrbilanzierung.

Eine pulsoxymetrische Sauerstoffmessung wurde an der Zunge der Tiere

befestigt und kontinuierlich abgeleitet (Pulse Oximeter®, Nellcor, Hayward, CA).

2.3. Chirurgische Praparation der Versuchstiere

Die aseptische chirurgische Praparation und Insertion der Katheter wurde in
rechter Halbseitenlage der Tiere durchgefuhrt.

Zunachst erfolgte die Praparation der rechten Leiste. Dort wurden die A. und V.
femoralis freigelegt. Als erstes wurde die A. femoralis dextra zur kontinuierlichen
direkten arteriellen Blutdruckmessung, sowie zur Entnahme der arteriellen
Blutproben (s.u.) katheterisiert. Wahrend des gesamten Versuchablaufs konnten
hier arterielle Blutproben gewonnen werden zur Kontrolle der Blutgase, der
Elektrolyte sowie der Hamoglobinkonzentration.

Uber die V. femoralis dextra wurde ein Pulmonaliskatheter (Intrathermodind, 7F,
110cm, 4-lumig, Ballon Thermodilutionskatheter, intra special Catheters,
Rehlingen) in die A. pulmonalis eingeschwemmt. Uber diesen Katheter erfolgte
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spater die Gewinnung gemischt-vendser Blutproben und die Erhebung der
hamodynamischen Daten (s.u.).

Pulmonalis- und A. femoralis-Katheter wurden an Drucksysteme angeschlossen,
die nach Blutprobengewinnung und vor Messwerterhebung mit einem Druck von
200-300 mmHg mit einer heparinisierten isotonischen Kochsalzlésung gespuilt
wurden. So wurden kontinuierlich die arterielle Druckkurve, der zentrale
Venendruck und die Druckkurve der A. pulmonalis abgeleitet und tber Monitor
Uberwacht.

Im Bereich der linken Leiste wurden die V. poplitea, die A. poplitea sowie der
Musculus vastus lateralis chirurgisch freigelegt.

An der proximalen A. poplitea sinistra (Ubergang zur A. femoralis) wurde zur
Messung des arteriellen Blutflusses (Cliniflow IIC®, Model FM 701 D
Elektromagnetic Flowmeter) ein Flowsensor angebracht (Blood-Flow.Probe 8-
11mm, Caroline Medical inc., USA).

In die linke V. poplitea wurde ein peripherer Katheter 3 cm nach distal geschoben
(Leadercath”, 20G, 8cm, Vygon, France), iiber den vendse Blutproben gewonnen
wurden.

AuRerdem wurde Uber die V. poplitea ein grof3lumiger Katheter (2,4 mmID) nach
zentral eingefuhrt und bis in die V. cava inferior vorgeschoben. Uber diesen
erfolgte die Blutentnahme wahrend der Hamodilution sowie die HBOC-201°
Applikation nach Blutentzug. Zusatzlich diente er als zentraler Zugang flr eine
zugige Volumensubstitution wahrend des ganzen Versuches. Zu den
verschiedenen Messpunkten wurden hier zentral-ventse Blutproben entnommen.
Am M. vastus lateralis sin. erfolgte die Insertion einer polarographischen
Feinnadelmesssonde des Gewebs-pO,-Histographen. Hiermit wurde der
periphere Gewebssauerstoffpartialdruck aufgezeichnet.

Die Korpertemperatur wurde am M. vastus lateralis sin. peripher und tber den
Pulmonaliskatheter sowie eine Tympanon-Kontaktsonde (Mon-A-Therm,
Mallinckrodt Medical) an der Membrana tympani zentral gemessen.

Mittels einer Warmedecke, der standig gewarmte Luft von einem Geblase
zugefuhrt wurde (Bair Hugger, Augustine Medical, Inc., Eden Prairie, Stufe 1V,
41°C) und durch Erwarmen aller Infusionslésungen wurde eine Korpertemperatur
von 37-37,7°C aufrechterhalten.
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Da die Milz der Hunde als wesentliches Blutreservoir dient, welches unter
isovolamer Hamodilution Erythrozyten freisetzen kann, erschien es notwendig
eine Splenektomie vor der kontrollierten Hamodilution durchzuftihren.

Nach Mittelllinienlaparotomie wurde zunadchst die Milz durch schrittweise
Unterbindung und Durchtrennung der zu- und abfiihrenden Geféal3e entfernt.

Zur Katheterisierung der V. portae wurde eine der Milzvenen im Rahmen der
Splenektomie freiprapariert. Der Katheter wurde dann bis in die V. portae
vorgeschoben. Hier erfolgten im weiteren Versuchsverlauf die Entnahmen von
Blutproben aus dem Pfortaderblut.

Es folgte die Plazierung eines flexiblen polarographischen Messkatheters im
linken Leberlappen, um den hepatischen Sauerstoffpartialdruck zu messen (Licox
CMP®Tissue Oxygen Pressure Monitor, GMS).

Als nachstes erfolgte die Plazierung eines Flowmessers an der V. portae zur
Bestimmung des zentralen Blutflusses (Cliniflow 11°, Model FM 701 D
Elektromagnetic Blood Flowmeter).

AnschlieBend wurde die Bauchdecke wieder adaptiert und damit ein

weitgehender Verschluss der Bauchhdhle erzielt.

Abbildung 3. Instrumentierung der Versuchstiere

Gewebe-
Flussmessung Temperatur
_lT_ympanotn' Arte r"?‘;‘ dsrl'tea (Skelettmuskel)
emperatur ' '
P Pop Vena cava Katheter
tpO, .
der tpO2im
Leber M- vastus Vena poplitea
End- lateralis Katheter
exspiratorisches CO;
EKG
Beatmung ¢ .
mit 30% O /
f .
A Urin-
® katheter
Pulsoximetrie
T Vena o )
bortae- Arteria femoralis Katheter

Katheter Arteria pulmonalis Katheter

— Flussmessung an der Vena portae

intravenose-
Kanulen
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Tab. 2: Bovine Hamoglobinlésung HBOC-201*

Hb (g /dl) 13,0+1,0
Molekulargewicht (D) 32.000-500.000
Polymere zwischen 32.000 und 65.000D |< 10%
Kolloidosmotischer Druck (mmHg) 17
Viskositat (mPa-s) 1,3
Osmolalitat (mOsm / kg) 293-307
P 50 (mmHg)* 36

PH 7,6-7,9
Natrium (mmol / 1) 152-168
Kalium (mmol /1) 3,5-5,5
Chlorid (mmol /1) 111-127
Kalzium (mmol /) 0,8-1,5
Intravasale Halbwertszeit (Std) 36
Met-Hamoglobin (%) <10
Oxyhamoglobin (%) <5

* Hersteller Biopure Corp., Cambridge, MA, USA

! Bestimmung bei pH 7,4, einer Temperatur von 37°C und einer Chloridionen

Konzentration von 105-120 mmol / | mit dem Hemox Analyser B (TCS Medical

Products, USA)
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2.5. Versuchsablauf

Die jeweiligen Messzeitpunkte, zu denen die einzelnen Messparameter erhoben
wurden, werden als MP1 bis MP4 bezeichnet.

Nach Beendigung der Praparation folgte eine Aquilibrationsphase. Es wurde
Stabilitat hinsichtlich Hamodynamik, Beatmungsparametern, Volumensituation,
Séaure-, Basenstatus, Elektrolyte und Blutgasen angestrebt und eventuelle
Abweichungen wurden vor Bestimmung der Ausgangswerte

(MP1=Ausgangswerte) korrigiert.

MP1: Ausgangswerte vor isovolamer Hamodilution

Es wurden die Ausgangswerte aller Parameter bestimmt. Die Blutproben wurden
aus den funf katheterisierten Gefal3en gewonnen und wie unter 2.6. beschrieben
verarbeitet.

MP2: 20 min. nach Hamodilution

Die Hamodilution erfolgte durch Austausch des aus der V. cava inf. gewonnenen
Eigenblutes gegen Ringer—Laktat (HBOC-201-Gruppe) oder Hydroxyathylstarke
(Rheohes®, Braun, Melsungen) (HES-Gruppe), welche Uber einen peripheren
Zugang infundiert wurden. Die dritte Gruppe (Ringer-Gruppe) fungierte als
Kontrolle und wurde nicht hAmodiluiert. Sie erhielt lediglich 2000ml Ringer-Laktat
pro Stunde zur Flussigkeitssubstitution. Ziel der Hamodilution war ein HKT von
25% bei einem tHb von 7,5 +/- 0,2 mg/dl unter konstantem PCWP als Parameter
der Isovolamie.

Nach Erreichen der Zielwerte unter Isovolamie folgte eine 20mindtige

Adaptationsphase, bevor alle Parameter zum MP2 neu erhoben wurden.

MP3: 60 min. nach Hamodilution

Entsprechend der Randomisierung wurde Tieren der HBOC-201-Gruppe HBOC-
201 gemal der Formel 0,6g/kg KG Uber den V. cava inf. Katheter innerhalb von 5
min. zugefuhrt, wahrend Tieren der HES-Gruppe in gleicher Menge Ringer-Laktat
infundiert wurde. Die Kontrollgruppe erhielt weiterhin 1000ml Ringer-Laktat. In
allen drei Gruppen wurde Isovolamie angestrebt, indem der PCWP und ZVD

konstant gehalten und, falls erforderlich, durch Volumengabe (Ringerl6ésung)
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korrigiert wurden. Nach einer Aquilibrationsphase wurden 60 min. nach HD

wiederum alle Messparameter bestimmt (MP3).

MP4: 100 min post HD
Die Tiere aller drei Gruppen wurden durch Flussigkeitssubstitution mit Ringer-
Laktat auf einem konstanten Volumenniveau gehalten. 100 min nach HD erfolgte

erneut die Erhebung aller Messdaten.

Im Verlauf des gesamten Versuches wurden metabolische oder respiratorische
Azidosen oder Alkalosen, sowie Hypokaliamien und Hypoglykdmien durch
Infusion von Natriumbicarbonat 8,4% bzw. Glukose 5% ausgeglichen. Die

Konstanthaltung der Kérpertemperatur wurde wie unter 2.3. erlautert erreicht.



Abb. 4: Protokollschema
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Ringer-Gruppe HES-Gruppe

HBOC-201-Gruppe

Anasthesie / Praparation

Aquilibration

MP1: Ausgangswerte vor HD

Randomisierung

Isovolame Hamodilution

1,5 ml HES / ml
Keine Blutentnahme
Ziel Hkt 25%

3 ml R / ml Blutentnhahme
Ziel Hkt 25%

Aquilibration
MP2: 20 min nach HD

Substitution
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0,6 g/kg HBOC-201

Aquilibration
MP3: 60 min nach HD
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1000 mIR/h 1000 mIR / h

1000 mIR / h

Aquilibration
MP4: 100 min nach HD
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2.6. Parameter und Messmethoden

2.6.1. Hamodynamische Parameter

Alle unten aufgefuhrten (nicht errechneten) Werte wurden kontinuierlich
abgeleitet und auf einem Monitor (Marquette, USA) angezeigt. Die mit einem *
versehenen Parameter sind errechnet und wurden nur zu den jeweiligen

Messpunkten erfal3t.

Tab. 3: Gemessene und errechnete hamodynamische Parameter

Parameter Einheit
Herzfrequenz (HF) b/min
Arterieller systolischer Druck (SAP) mmHg
Arterieller Mitteldruck (MAP) mmHg
Arterieller diastolischer Druck (DAP) mmHg
Pulmonalarterieller systolischer Druck (PSP) mmHg
Pulmonalarterieller Mitteldruck (PAP) mmHg
Pulmonalarterieller diastolischer Druck (PDP) mmHg
Pulmonalkapillarer Verschlussdruck (PCWP) mmHg
Zentralvenoser Druck (ZVD) mmHg
Systemischer GefaRwiderstand (SVR)* dyne s cm™
Pulmonalvaskularer Widerstand (PVR)* dyne s cm™
Herzzeitvolumen (HZV)* l-min™
Schlagvolumen (SV)* ml
Herzindex (HI)* I-(min-m2)*
Blutfluss (Flow) ml-min*

*=errechnete Parameter

Herzfrequenz und EKG wurden kontinuierlich abgeleitet und auf dem Monitor

(Marquette, USA) angezeigt. Die Frequenz wurde zu den Messpunkten notiert.




36

Die gesamten Blutdricke wurden invasiv und kontinuierlich bestimmt, und zu
den Messpunkten dokumentiert. Die Katheter des Hoch- und Niederdrucksystems
(A. femaralis dextra und A. pulmonalis) wurden Uber einen Transducer an den
Monitor angeschlossen. Dieser wandelt mechanische Energie in elektrische um.
Der Druck, der durch das vom Herzen ausgeworfene Blut entsteht, wird Gber den
Katheter auf die Membran des Druckaufnehmers Ubertragen, der es in ein
elektrisches Signal umwandelt, und als Kurve sowie digital als Druckwerte in

mmHg auf dem Monitor anzeigt.

Um den pulmonalkapillaren Verschlussdruck (PCWP) zu messen, wurde der

in einer der peripheren Lungenarterien plazierte Pulmonaliskatheterballon mit
etwa 1,5ml Luft insuffliert. Er blockiert den Blutzufluss zu diesem Gefaf3, wodurch
eine statische Flussigkeitssaule distal der Katheterspitze entsteht. Diese erstreckt
sich auf die ventse Seite des Lungenkreislaufs. Es wird der Druck distal der
Blutsaule, d.h. in den Lungenvenen gemessen (PCWP). Da zwischen den
Lungenvenen und dem linken Vorhof praktisch kein Druckgradient besteht,
entspricht der Lungenkapillaren-Verschlussdruck dem linken Vorhofdruck und bei
geoffneter Mitralklappe dem linksventrikuléaren enddiastolischen Druck.

Der zentrale Venendruck (ZVD) wurde Uber das proximale Lumen des PA-

Katheters in der V. cava sup. registriert und zu den jeweiligen Messpunkten

festgehalten.

Der_systemische GefaRBwiderstand (SVR) wurde mittels folgender Formel

berechnet:

MAD-ZVD
SVR= x 80
cO

Der pulmonalarterielle Widerstand (PVR) wurde berechnet nach:

PAP-ZVD
PVR= ———— x 80

CO
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Das Herzzeitvolumen (HZV) wurde anhand der Thermodilutionsmethode, mit
Hilfe des Pulmonaliskatheters bestimmt (Oximetrix 3 SO, Abbott, Wiesbaden).

Kalte dient bei dieser Methode als Indikator. Durch Injektion einer definierten
Menge kalter (4-8°C) Kochsalzlésung (hier 10ml) in den rechten Vorhof wird das
Blut kurzzeitig abgekihlt. Der Temperaturwechsel wird in seinem zeitlichen
Verlauf vom Thermistor an der Spitze des Katheters in der A. pulmonalis
registriert. Das Herzzeitvolumen ist dabei umgekehrt proportional zur Flache
unter der Temperaturkurve [89]. Es wurden jeweils drei Einzelmessungen
durchgeftuhrt, und das arithmetische Mittel dieser drei Messungen ging in das
Protokoll ein.

Das Schlagvolumen (SV) ist der Quotient aus Herzzeitvolumen und

Herzfrequenz.

Der Herzindex (HI) wurde nach folgender Formel berechnet und protokolliert:

HI=HZV / Korperoberflache

Mit einem elektromagnetischen Flussmesser (Cliniflow Il FM 701 D , Carolina

Medical Electronics, USA) wurde die Blutflussgeschwindigkeit in der A.

poplitea sin. und in der V. portae erhoben. Der Flussmesser berechnet die
Geschwindigkeit anhand des aktuellen Héamatokrits und der aktuellen

Korpertemperatur.

2.6.2. Blutgasanalysen und Oxymetrie

Zu jedem Messzeitpunkt wurden arterielle, ventse und gemischt-ventse
Blutproben aus den fiinf katheterisierten Gefallen zur Bestimmung folgender

Parameter mittels ABL 505 (Radiometer Copenhagen; DK) gewonnen.
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Tab. 4. Parameter der Blutgasanalysen Einheit
Sauerstoffpartialdruck (pO,) mmHg
Kohlendioxidpartialdruck (pCO,) mmHg
pH-Wert

Base Excess (BE) mmol-I*
Standardbicarbonat (SBic) mmol-I*

Bei samtlichen Blutentnahmen wurden zun&chst 10ml Blut enthommen, um
Verdunnungseffekte durch Rickstande im Entnahmekatheter zu vermeiden. Es
wurde anschlieRend mit einer zweiten Spritze 1ml Blut in eine Spritze mit
Heparinzusatz als Antikoagulanz aufgezogen, luftdicht verschlossen und durch
Kippen mit dem Zusatz vermischt. Danach wurden die Proben unmittelbar in den

Radiometer eingegeben. Der Sauerstoffpartialdruck (pO,) wird hier mit einer

amperometrischen Elektrode bestimmt.

Der Kohlendioxidpartialdruck (pCO,) wird im ABL 505 Acid-Base Laboratory

(Radiometer, Copenhagen, DK) mit einer kombinierten Glaselektrode und

Ag/AgCl-Bezugselektrode gemessen.

Mittels einer Glaselektrode wird der pH-Wert im ABL 505 (Radiometer,
Copenhagen, DK) ermittelt.

Base Excess und Standardbicarbonat (BE und SBic) berechnete ebenfalls der
ABL 505 (Radiometer, Copenhagen, DK).

Aus den selben Blutproben wurden mittels Oximetrie (OSM 3, Radiometer,

Copenhagen) folgende Daten erhoben.

Tab. 5: Oxymetrische Parameter Einheit
Met-Hb mmol-I™*
Oxy-Hb mmol-I*

O,-Sat %




2.6.3. Hamatologie und Sauerstofftransportparameter
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Tab. 6: Parameter des O,-Transportes Einheit
Hamatokrit (Hkt) %
Hamoglobin (gesamt) (tHb) g-dt
Hamoglobin (plasmatisch gelést) (fHb) g-di*
Arterieller Sauerstoffgehalt, A. femoralis (CaO,) ml-dI™
Vendser Sauerstoffgehalt, V. portae, V. poplitea,

V. cava inf. (CvO,) ml-dI™
Gemischt-ventser Sauerstoffgehalt, A. pulmonalis(CvOy) ml-dI™
Systemische arterioventse O,-Differenz (avDO, gesamt)* ml-dI™
Zentrale arteriovendse O,-Differenz (avDO; Leber)* ml-dI™
Periphere arterioventse O,-Differenz (avDO, Muskel)* ml-dl*
Systemisches Sauerstoffangebot (DO, gesamt)* ml-min™*
Zentrales Sauerstoffangebot (DO, Leber)* ml-min™*
Peripheres Sauerstoffangebot (DO, Muskel)* ml-min*
Systemischer Sauerstoffverbrauch (VO, gesamt)* ml-min*
Zentraler Sauerstoffverbrauch (VO, Leber)* ml-min*
Peripherer Sauerstoffverbrauch (VO, Muskel)* ml-min™*

Systemische Sauerstoffextraktionsrate (O,Extr. gesamt)*
Zentrale Sauerstoffextraktionsrate (O,Extr. Leber)*

periphere Sauerstoffextraktionsrate (O,Extr. Muskel)*

%
%
%

*=grrechnete Parameter

Heparinisiertes Blut wurde in eine Kapillare aufgezogen und finf Minuten bei

10000 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert (Biofuge 17RS, Heraeus Sepatech).

Der Anteil an zelluldren Bestandteilen, der Hamatokrit (Hkt), wurde an einer

Skala in % abgelesen und dokumentiert.

Die Bestimmung der Gesamt-Hamoglobin-Konzentration (tHb) erfolgte mittels

der arteriellen heparinisierten Blutprobe photometrisch im Oxymeter OSM 3

(Radiometer, Copenhagen).




40

Zur Messung des plasmatisch geldsten freien Hamoglobins (fHb) wurden

zunachst 2ml Blut aus der A. femoralis dex. in eine mit Ethylendiamin-
Tetraessigsaure (EDTA) angereicherte Spritze abgezogen, durch Kippen mit dem
Zusatz vermischt und anschlieend 5 Minuten bei 5000 Umdrehungen pro Minute
zentrifugiert (Labofuge A, Heraeus). Die Konzentration des plasmatisch gelosten
Hamoglobins wurde dann mittels Oxymeter photometrisch aus dem Uberstand

bestimmt.

Der Sauerstoffgehalt (CO,) wurde aus einem arteriellen (A. femoralis), einem

gemischt-venésen (A. pulmonalis) und den vendsen Gefal3en (V. portae, V.
poplitea und V. cava) mittels LEX-O,-CON (Lexington Instruments, USA)
gemessen. Es wurden die gleichen Blutproben, die zur Blutgasanalyse und zur
Oxymetrie verwendet wurden benutzt. 20ul des mit Heparin versetzten Blutes
wurden mit einer speziellen Spritze mit pl-Skalierung abgezogen und in die O,-
spezifische Messzelle gespritzt. Mit dieser ist es mdglich den Sauerstoffgehalt im
Blut direkt zu bestimmen. Bei der Methode wird der in der Blutprobe vorhandene
Sauerstoff durch ein Gemisch an Gasen (97% N, 2% H; und 1% CO) aus dem
Blut ausgetrieben und an einer galvanischen Messzelle vorbeigeleitet. An dieser
wird der Sauerstoff oxidiert (0,2 O% + 4e"), so dass fiir jedes O,-Molekill vier
Elektronen entstehen, die einen Stromfluss erzeugen. Die O,-Konzentration ist

damit proportional zum Stromfluss.

Die Berechnung der arteriovendsen Sauerstoffdifferenz (avDQO,) erfolgte durch

Subtraktion des ventsen Sauerstoffgehaltes (C,O,) vom arteriellen
Sauerstoffgehalt (C,0,). Es wurde die periphere (avDO, Muskel), die zentrale
(avDO; Leber) als auch die systemische arteriovendse Differenz (avDO, gesamt)

errechnet.

avDO, gesamt = C,0; (A. fem.) - C,O2 (A. pulm.)
avDO, Muskel = C,0; (A. fem.) - C,0; (V. popl.)

Es ist ndherungsweise davon auszugehen, dass die Blutzufuhr zur Leber zu
einem Drittel arteriell ist und zu zwei Drittel aus der Pfortader kommt [16]. Die

arterioventse Sauerstoffdifferenz der Leber wurde wie folgt berechnet:
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avDO,; Leber =(1/3 art.-O,) + (2/3 port.-O,) — (C,05)

Das Sauerstoffangebot (DO») ist das Produkt aus Herzzeitvolumen (HZV) bzw.

arterieller Blutflussgeschwindigkeit (Flow) und arteriellem Sauerstoffgehalt
(C.0,). Es wurden Sauerstoffangebot im Gesamtorganismus, im M. quadrizeps

und in der Leber berechnet.
DO, gesamt = CO x C,0, (A. fem.)
DO, Muskel = Flow x C;0; (A. fem.)

DO, Leber = (1/3 art.-O, ) + (2/3 port.-O,) x 1/, Flow-port.

Die GroRRe des Sauerstoffverbrauches (VO,) ergibt sich aus dem Produkt von

Herzzeitvolumen (CO) bzw. arterieller Blutflussgeschwindigkeit (Flow) und der
arteriovendsen Sauerstoffdifferenz (avDO,), wobei der Sauerstoffverbrauch des

Gesamtorganismus, des M. quadrizeps und der Leber errechnet wurde.
VO, gesamt = CO x avDO, gesamt
VO, Muskel = Flow (A. fem.) x avDO, Muskel

VO, Leber = avDO» Leber x 1 ¥ Flow-Port

Die Sauerstoffextraktionsrate (O,Extr.) errechnet sich als Quotient aus

Sauerstoffverbrauch (VO,) und Sauerstoffangebot (DO.).

OzExtr. Gesamt = VO, ges. x DO ges.'l
O2Extr. Muskel = VO, Musk. x DO, Musk.™
O,Extr. Leber = VO, Leber x DO, Leber ™

2.6.4. Elektrolyt-, Laktat- und Blutzuckerkonzentrationen

Aus den oben beschriebenen arteriellen Blutproben (aus der A. femoralis) wurden
sowohl die Elektrolyte als auch die Laktat- und die Blutglukosekonzentration zu

den jeweiligen Messpunkten bestimmt.
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Tab. 7: Elektrolyt-, Laktat- und Blutzuckerkonzentrationen

Parameter Einheit

Natrium (Na") mmol I
Kalium (K" mmol I
lonisiertes Calcium (Ca*™") mmol I
Laktat mmol I
Glukose mmol I

Die Konzentrationen von Natrium (Na"), Kalium (K") und ionisiertes Calcium
(Ca’™) wurden im ABL 505 mit ionenselektiven Elektroden (Radiometer,
Copenhagen, DK) bestimmt.

Die Konzentration von arteriellem Laktat und der Blutglukose wurden mit dem
ABL 625 ( Radiometer, Copenhagen, DK) gemessen.

2.6.5. Hamorheologie

Die Blutproben zur Bestimmung der hdmorheologischen Parameter wurden aus
dem in der A. femoralis plazierten Katheter entnommen. Die ersten 10ml des
entzogenen Blutes wurden nicht zur Messung verwendet, um Ruckstadnde aus
dem Entnahmekatheter sowie Verdinnungseffekte zu vermeiden. AnschlieRend
wurden

2 ml Blut in ein steriles Rohrchen abgezogen, mit dem Zusatz vorsichtig
vermischt und stabilisiert. Die Proben wurden gekihlt gelagert und innerhalb der

nachsten zwei Stunden ausgewertet.

Tab. 8: Rheologische Parameter Einheit

Kolloidosmotischer Druck (KOD) mmHg

Plasmaviskositat (n) mPa s
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Der kolloidosmotische Druck (KOD) wurde nach dem Prinzip der Osmometrie

mit dem Onkometer BMT 851 (Thomae, FRG) in der arteriellen Blutprobe zu den
jeweiligen Messpunkten bestimmt. Das Verfahren der Osmometrie (Kryometrie)
dient zur Bestimmung der Osmolalitat bzw. Osmolaritat von Lésungen und beruht
auf dem Prinzip der Gefrierpunkterniedrigung. Das Messprinzip beruht auf der
Tatsache, dass Losungen z.B. Blut einen tieferen Gefrierpunkt haben als reine
Losungsmittel. Die Gefrierpunkterniedrigung einer Loésung verhalt sich
proportional zur Anzahl der gelésten Teilchen in einer Volumeneinheit. Der KOD
ist eine biophysikalische Kenngro3e, die sich aus der Konzentrationsdifferenz
nicht membranpermiierender Makromolekile getrennter

Flissigkeitskompartimente ableitet.

Die Plasmaviskositat (n) beschreibt die innere Reibung oder Zahigkeit des

Blutplasmas. Sie wurde mit Hilfe des Kapillarschlauch-Plasmaviskosimeters
Rheomat (Fresenius, Dusseldorf) bestimmt. Zur Plasmagewinnung wurde die mit
ETDA stabilisierte arterielle Blutprobe 10 min. mit 3500 Umdrehungen pro Minute
zentrifugiert (Labofuge A, Heraeus, FRG). 1ml des Plasmas wurde abpipettiert
und fur die Messung verwendet. Das Prinzip der Plasmaviskositdtsmessung mit
dem Kapillarviskosimeter basiert auf der gemessenen Ausflusszeit, die ein
Plasmabolus benétigt, um eine definierte Strecke bei definiertem Druck
zurickzulegen. Mit Hilfe des Hagen-Poiseuilleschen Gesetzes errechnete das
Geréat aus der Messzeit die dynamische Viskositat und zeigte sie auf dem Display

an.

2.6.6. Der Sauerstoffpartialdruck im Gewebe

Die tpO,-Messung im M. quadrizeps erfolgte in unserer Untersuchung
entsprechend den vorangegangenen Studien [157,160] nach Fleckenstein et al.
(Eppendorf Geratebau Sigma- pO2-Histograph/KIMOC, Bedienerhandbuch) [45-
49] mit einer polarographischen Messsonde und dem pO,-Histographen (KIMOC
6650, Eppendorf, FRG).
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2.6.6.1. Das polarographische Messverfahren

Bei der polarographischen pO.-Messung  wird eine konstante
Polarisationsspannung zwischen einer Kathode und einer Anode angelegt. So
wird ein elektrisches Spannungsfeld erzeugt. Beide Elektroden sind durch eine
semipermeable Membran von einem sauerstoffhaltigen Messmedium getrennt.
Alle zur Kathode diffundierenden O,-Molekile werden gemdaR folgender
Reaktionsgleichung reduziert:
O, +2H,0 4e” = 40OH

Obige Gleichung fuhrt dazu, dass der Sauerstoffpartialdruck an der
Kathodenoberflache gleich Null wird. Der Reduktionsstrom wird folglich allein von
der Menge des nachdiffundierenden Sauerstoffes bestimmt. Vorausgesetzt, dass
sowohl die Diffusionsbedingungen als auch die angelegte Polarisationsspannung
konstant bleiben, ist die Anzahl der pro Zeiteinheit an der Elektrodenoberflache
reduzierten Sauerstoffmoleklle proportional zum gemessenen Reduktionsstrom.
Anhand der GroRe des Reduktionsstromes kann auf die Konzentration der O,-
Molekile und damit auf den Sauerstoffpartialdruck im Messmedium geschlossen
werden [55].

2.6.6.2. Messung des peripheren Sauerstoffpartialdruckes

Die polarographische Feinnadelsonde des tpO,-Histographen (KIMOC 6650,
Eppendorf) wird von einem abbruchsicheren Edelstahlmantel umgeben, dessen
Spitze lanzettenformig angeschliffen ist. Der Auf3endurchmesser der Sonde
betragt ca. 280 um. Im Anschliff der Sonde liegt die membranbedeckte Gold-
Mikrokathode, deren Durchmesser ca. 12,5 um betragt. Die Messflache ist von
einer teflondhnlichen, sauerstoffselektiven Membran Uberzogen. Die
Sauerstoffpartialdruckmessung erfolgt nach Anlegen einer Polarisationsspannung
zwischen Gold-Mikrokathode und der Ag/AgCIl-Gegenelektrode, die in der Nahe
der Einstichstelle in der Haut plaziert wird. Der im Gewebe gemessene Strom ist
proportional zum gemessenen Sauerstoffpartialdruck an der Sondenspitze.

Die Feinnadelsonde ist in der Halterung des Stativarms fixiert. In einem Winkel

von 20-30° zur Oberflache des M. quadrizeps wurde die Sondenspitze positioniert
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und in den freipraparierten Muskel eingefuhrt. Etwa 10 cm neben der
Einstichstelle wurde die Referenzelektrode (Ag/AgCIl-Anode) subkutan plaziert.
Im sog. Pilgerschrittverfahren wird die Sonde mikroprozessorgesteuert durch das
Gewebe gefuhrt. Ein Pilgerschritt besteht aus einer Vorwartsbewegung von 0,7
mm und einer Rickwartsbewegung von 0,3 mm. Dieses Verfahren dient der
Gewebeentlastung. Die Gesamteinstichtiefe betrug 20 bis 30 mm. Pro
Einstichkanal wurden 20 Einzelmessungen durchgefuhrt. Danach wurde die
Sondenspitze automatisch in die Ausgangsposition zuriickgezogen und ein neuer
Messkanal durch geringe Winkelanderung oder durch eine Drehung der Sonde
und einen 2mm langen Vorschub aufgesucht. Insgesamt wurden 200 tpO,-
Einzelwerte innerhalb 4-6 min. in einem kegelférmigen Gewebeareal (2-3 cm®)
erfasst. Dadurch wird ein sehr genaues O,-Histogramm erstellt, welches sowohl
den Sauerstoffpartialdruck des Gewebes nahe als auch entfernt von Kapillaren
beinhaltet. Bei diesem Messverfahren kann erfasst werden, in welchem Bezirk
eines Gewebes niedrigere tpO,-Werte vorliegen (Bestimmung der 10%-
Perzentilen). Sprunghafte Anstiege der Messwerte wurden als akzidentelle
Punktion von Arteriolen oder Kapillaren betrachtet. In diesem Fall wurde die
Messung gestoppt, die letzten 50 Messungen gel6scht, die Sondenposition
korrigiert und die Messung nach Positionierung der Sonde fortgefuhrt. Dadurch
wurden Uberschatzungen der Sauerstoffsattigung durch intraarterielle oder

kapillare Messungen vermieden.

Um vergleichbare Werte zu erhalten, muss die Sonde nach jeder Messreihe neu
kalibriert werden. Dazu wurde die Sonde in eine sterile Eichkammer eingebracht,
die mit ca. 4 ml physiologischer Kochsalzlésung (0,9% NaCl; pH 7,8) gefullt ist
und wechselweise von gereinigter Raumluft (21% O,) und 100% Stickstoff (0%
O,) durchstromt wurde. Unter Beriicksichtigung von Gewebetemperatur und
Luftdruck ergeben sich zwei Punkte, die durch Interpolation eine Eichgerade
darstellen lassen. Aus dem Eichdiagramm kann die Eignung der Sonde fir die
nachste Messung ermittelt werden. Bei inakzeptablen Driftwerden wurde eine
Nachkalibrierung durchgefihrt.

Einsatzfahigkeit der Sonde besteht wenn folgende Parameter erfillt sind:

» Dbei Raumluft gemessene Stromstérken liegen unter 2nA
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= das Verhéaltnis der Messwerte des Stroms bei reinem Stickstoff zu Werten
bei Raumluft soll unter 10% liegen
= die Driftwerte sollen kleiner als 0,2% min sein

» negative Messwerte dirfen nicht auftreten

2.6.6.3. Messung des zentralen Sauerstoffpartialdruckes

Die Messung des zentralen tpO, erfolgte in der Leber mittels der Licox
Silikonkatheterelektrode (Licox Medical Systems, GMS, Kiel). Da sich die Organe
wahrend des Versuches durch die Beatmung bewegten konnte hier die tpOo-
Messonde nach Fleckenstein nicht angewandt werden. Die Bestimmung des
Sauerstoffpartialdruckes erfolgte hier auch nach dem polarographischem
Messverfahren (s.0.). Die im Versuch benutzte neueste Version des Licox
Systems erubrigt eine Kalibrierung des Gerates, da die Katheter bereits vom
Hersteller geeicht sind und die Eichwerte Uber eine spezielle Chipkarte dem
Monitor fur jeden eingesetzten Katheter wahrend der Messung separat mitgeteilt
werden. Es wurde ein 3mm dicker flexibler Silikon-Katheter in das Lebergewebe
eingebracht und dort fur die Dauer der Messung belassen. Der Sauerstoff aus
dem Gewebe diffundiert aus einem Bereich von ca. 1,2 cm in das Lumen des
Katheters, in dem dann der tpO, als Mittelwert gemessen wird. Wie bei der
Messsonde nach Fleckenstein wurden Uber einen Zeitraum von 10 min zu jedem
Messpunkt 200 Einzelmessungen erhoben. Die daraus gewonnenen
Histogramme reprasentieren aber nicht eine Varianz von Werten entsprechend
der Verteilung der tpO,-Werte im Gewebe, sondern die Varianz der tpO,-Werte
an einem umschrieben Messpunkt tber den Messzeitraum von 10 min.

Deshalb entsprechen die 10%-Perzentilen der tpO,-Werte der Leber nicht den
niedrigsten Werten im Gewebe, sondern den niedrigsten Werten im 10mindtigen
Messintervall. Dennoch besitzen beide Messverfahren eine ausreichend hohe
Messgenauigkeit. Sie reprasentieren den tpO, von jeweils 1,2-2,5cm? Gewebe
und sind miteinander vergleichbar. Zu den einzelnen Messpunkten wurden Uber
einen Zeitraum von 10 min 200 Einzelmessungen erfasst (alle 3 sec eine
Messung) und Uber eine serielle Schnittstelle vom Licox Monitor in einen

angeschlossenen Computer direkt Ubertragen.
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2.7.tpO,-Saulenhistogramme

Die Darstellung  der lokalen  Sauerstoffpartialdricke  erfolgte  in
Séaulenhistogrammen, weil einzelne Messwerte keine Aussage Uber die
Gewebeoxygenierung zulassen. Die tpOs-Histogramme reprasentieren die
prozentuale Verteilung der lokalen Sauerstoffpartialdriicke im untersuchten
Gewebsareal und ermdglichen qualitative und quantitative Aussagen Uber die
lokale Sauerstoffversorgung. Die Hohe des lokalen Sauerstoffpartialdruckes, die
Konfiguration der tpO,-Histogramme sowie die relative Haufigkeit niedriger tpO,-
Werte gelten als Beurteilungskriterien der Sauerstoffversorgung eines Gewebes.
In einem tpO,-Saulenhistogramm findet man auf der Abszisse die pO»-Klassen
und auf der Ordinate die relative Haufigkeiten in Prozent. Ein normal
konfiguriertes Histogramm ist annahernd glockenférmig mit einem Maximalwert
im Bereich des Mittelwertes und einem minimalen Anteil in den Klassen nahe
Null.
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2.8. Statistik

Die Verarbeitung der ermittelten Daten erfolgte durch manuelle zweimalige
Eingabe in ein Datenverarbeitungsprogramm eines PC (F&A, Symantic) oder
durch direkte Uberspielung der Daten vom Monitor zum PC. AnschlieBend folgte
die Plausibilitatsprifung der doppelt eingegebenen Daten und bei Abweichungen
die Korrektur entsprechender Werte mit Hilfe der primaren Versuchsprotokolle.
Die statistische Analyse zwischen den Gruppen erfolgte durch Varianzanalyse
(ANOVA) und den Scheffe F-Test. Messpunkte innerhalb der Grupen im Verlauf
wurden mit ANOVA fiur wiederholte Messungen und Scheffe F-Test analysiert.
Der Mann-Whitney U-Test und der Wilcoxon-Test wurden fir die Vergleiche der
tpO,-Werte angewandt, da diese Daten nicht normal verteilt sind. Statistisch
signifikante Unterschiede wurde bei einem p<0,05 angenommen. Die Darstellung
der Daten erfolgt in den Tabellen und Graphiken als Mittelwert (MW) =
Standardabweichung (SD).
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3. Ergebnisse

3.1. Hamodynamik

Der PCWP, ein Parameter fur die Isovolamie, wurde in allen Gruppen lber den
gesamten Versuchszeitraum durch gezielte Infusionstherapie bei Werten um
11 mmHg konstant gehalten.

Der mittlere pulmalarterielle Druck (MPAD) sowie der pulmonale
GefalBwiderstand (PVR) waren wahrend Hamodilution und bei Applikation von
HBOC-201 zwischen den Gruppen und zu den Ausgangswerten nicht
unterschiedlich. Auch die Herzfrequenz (HF) veranderte sich tber den gesamten
Versuchsablauf in keinem signifikantem MalRe und es konnten Kkeine

Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen festgestellt werden.

Der Zentralvendse Druck (ZVD) war lediglich einmalig nach Hamodilution zum
zweiten Messpunkt in der HES-Gruppe signifikant héher als in der HBOC-201-
Gruppe, wies aber im Verlauf und im Vergleich zur Ringer-Gruppe keine
Veranderungen auf (Tab. 9).

Der mittlere arterielle Blutdruck (MAD) fiel nach Hamodilution mit Ringerldsung in
der HBOC-201-Gruppe sowie in der HES-Gruppe 60 und 100 min nach
Hamodilution (MP3 und MP4) im Vergleich zur Ringer-Gruppe ab. Nach
Applikation von HBOC-201 in einer Dosierung von 0,6g/kg KG stieg der MAD
wieder an und war dann vergleichbar mit dem MAD der Ringer-Gruppe, aber
hoher als in der HES-Gruppe (Tab. 9).

Der Herzindex (HI) stieg nach Hamodilution nur in der HBOC-201-Gruppe an,
wahrend er in den anderen Gruppen Uber den Versuchszeitraum konstant war
(Tab. 10).

Das Herzzeitvolumen (HZV) stieg nach Hamodilution nur in der HES-Gruppe an,

blieb Uber den gesamten Versuchsablauf erhoht und lag auch nach 60 min
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deutlich héher als in der HBOC-201-Gruppe. Nach HBOC-201-Applikation wurde
eine Abnahme des HZV beobachtet, die aber im Vergleich zu Ausgangswerten
nicht signifikant war. Die Ringer-Gruppe zeigte im Verlauf keine Schwankungen
des HZV (Tab. 10).

Das Schlagvolumen (SV) nahm unter Hamodilution lediglich in der HES-Gruppe
zu und lag zu den Messpunkten 3 und 4 deutlich héher als in der HBOC-201-
Gruppe (Tab. 10).

Der systemische Gefal3widerstand (SVR) blieb in der Ringer-Gruppe konstant
und lag nach Hamodilution in der HES-Gruppe niedriger. Nach HBOC-201-
Applikation stieg der SVR wieder an und war nach 60 und 100 min héher als in

der HES-Gruppe, unterschied sich aber nicht von der Ringer-Gruppe (Tab. 10).

Tabelle 9: Himodynamik

HF MAD MPAD PCWP ZVD
(brhin-t) (mm Hg) (mm Hg) (mm Hg) (mm Hg)
Ringer-Gruppe
Ausgangswerte |75+24 141423 21+5 1243 7,6£3,4
20 min 76127 140128 204 12+3 6,4+4,0
60 min 7527 141425 2015 1244 6,3+3,5
100min 7930 139427 195 10+£3 5,429
HES-Gruppe
Ausgangswerte |64+12 123+14 186 11+4 7,8+2,0
Hamodilution 78421 124+21 1943 13+£1 9,2+2,1
60 min 73+£12 115411 [ 17+3 1142 7,2+1,5
100 min 7211 109414 [ 16+4 10+£3 6,1+1,0
HBOC-201-
Gruppe
Ausgangswerte {89+21 § |133+25 164 1016 4,7+3,3
Hamodilution 95+18 107+£22 [ 16+6 1045 5,443,1
+HBOC-201 80+25 140+208# |1748 1145 6,4+2,9
100 min 74421 127+19 1916 11+4 6,6+3,9

*=p<0,05 im Vergleich zur Ringer-Gruppe.
8=p<0,05 im Vergleich zur HES-Gruppe
#=p<0,05 im Vergleich zur Hamodilution.
MWztStandardabweichung
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Tabelle 10: HAmodynamik

HI HZV SV SVR PVR
(I'min'tm2) | (I-min-) (ml-b1) (dyne-s-t.cm™) (dyne-s-t.cm™)
Ringer-Gruppe
Ausgangswerte |2,8+0,7 |2,9+0,8 41+14 3808703 256+167
20 min 3,0£0,6 |3,3+0,9 45+14 34851568 227+135
60 min 3,2+0,8 |3,4+#1,0 47+13 3096+698 2294146
100 min 3,3x0,8 |3,6%£1,25 |46x11 3177572 242+145
HES-Gruppe
Ausgangswerte |2,2+0,4 |2,5+0,5 40+8 37941565 224+164
Hamodilution 3,5804 |4,1+£111 |54+12 ¢ 22784591 *t | 97+69
60 min 3,3t1,2 [4,1+081 |57+13 ¢ 2274714 *t  |93%70
100 min 3,2¢1,0 |3,9+0,7t |55+6 T 2103+318 *t 141499
HBOC-201-
Gruppe
Ausgangswerte |3,2+1,0 |3,5+0,88 |[40%10 2966+995 174176
H&modilution 4,0+1,3 1 [4,3+1,2 47+12 19344630 t* 114450
+HBOC-201 2,9+0,9 |3,1+0,6 8# [40+9 § 3644+720 8# |171+80
100 min 3,0+£0,9 |3,3%+0,7 458 § 29954875 § 20690

*=p<0,05 im Vergleich zur Ringer-Gruppe
§=p<0,05 im Vergleich zur HES-Gruppe
t=p<0,05 im Vergleich zu den Ausgangswerten
#=p<0,05 im Vergleich zur Hamodilution
MWztStandardabweichung

3.2. Blutfluss in der A. poplitea und V. portae sowie Rheologie

Der Blutfluss in der A. poplitea sowie in der V. portae (Flow popl. und Flow port.)
war lediglich in der HES-Gruppe nach 100 min im Vergleich zu den
Ausgangswerten erhdht, wahrend er in der Ringer-Gruppe und in der HBOC-201-
Gruppe konstant blieb und sich auch zwischen den Gruppen nicht unterschied
(Tab. 11).

Der kolloidosmotische Druck (KOD) stieg nach Hamodilution in der HES-Gruppe
an, wahrend er in der HBOC-201-Gruppe abfiel. Er blieb auch nach HBOC-201-
Applikation signifikant unter den Werten der HES-Gruppe. In der Ringer-Gruppe

war der KOD nach 60 min ebenfalls unter den Ausgangswert gesunken (Tab. 11).
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Die Plasmaviskositat zeigte keinen Unterschied zwischen den einzelnen Gruppen

und veranderte sich nicht Gber den gesamten Versuchszeitraum (Tab. 11).

Tabelle 11: Blutfluss (A. poplitea und V. portae) sowie Rheologie

Flow A. popl. |Flow V. port. |KOD Viskositat
(ml-min-1) (ml-min-1) (mm Hg) (mPa-s1)
Ringer-Gruppe
Ausgangswerte | 38+13 111+62 9,2+1,2 0,7+1,3
20 min 4920 94+49 8,9+0,8 0,74+0,24
60 min 5020 96+63 78+£11¢ 0,68+0,12
100 min 57+25 90+37 8,4+0,8 0,67+0,14
HES-Gruppe
Ausgangswerte |41+21 67+37 10,6+2,0 0,72+0,16
Hamodilution 69123 69137 19,0+4,7 *t 0,82+0,11
60 min 70+28 67+35 15,3435* T 0,75+0,11
100 min 7326 t 7633 12,5£2,9 * 0,74+0,13
HBOC-201-
Gruppe
Ausgangswerte | 43+27 65122 10,644 0,75%0,06
H&modilution 75166 99+45 5,6+1,2 *1§ 0,72+0,18
+HBOC-201 5319 97142 6,2+1,2 *t§ 0,69+0,05
100 min 60+18 80+38 6,2+0,7 *18§ 0,70+0,09

*=p<0,05 im Vergleich zur Ringer-Gruppe
8=p<0,05 im Vergleich zur HES-Gruppe
t=p<0,05 im Vergleich zu den Ausgangswerten
#=p<0,05 im Vergleich zur Hamodilution
MWtStandardabweichung

3.3. Arterielle Blutgase und arterielle Oxymetrie

Der arterielle pO, und der arterielle Base excess (BE) waren in allen drei
Gruppen gleich und unterlagen wahrend des gesamten Versuches keinen

signifikanten Veranderungen (Tab. 12).

Der arterielle pCO, war nach 60 min in der HES-Gruppe im Vergleich zu den
Ausgangswerten etwas erniedrigt und in der HBOC-201-Gruppe stieg er nach
Hamodilution im Vergleich zur Ringer-Gruppe an (Tab. 12).

Der arterielle pH-Wert fiel nach Hamodilution in der HBOC-201-Gruppe und war

auch nach 20 min niedriger als in den beiden anderen Gruppen (Tab. 12).



53

Die arterielle Standardbikarbonatkonzentration (art. SBIC) verdnderte sich nicht
nach Hamodilution und HBOC-201-Applikation. Lediglich nach 100 min war sie in
der HBOC-201-Gruppe niedriger als in den beiden anderen Gruppen (Tab. 12).

In keinem Fall hatten die vor der Verabreichung von HBOC-201 untersuchten
Chargen der Hamoglobinldsungen einen Anteil von mehr als 5 % Methamoglobin
(Met-Hb) am Gesamthamoglobin. Met-Hb konnte im Plasma aller Tiere
gemessen werden und lag in der HES-Gruppe nach 100 min signifikant hoher als
in der Ringer-Gruppe. In der HBOC-201-Gruppe stieg das Met-Hb nach Gabe
von HBOC-201 an und lag zu diesem Zeitpunkt héher als in der Ringer- und
HES-Gruppe (Tab. 13).

Die fraktionelle Sauerstoffsattigung im arteriellen Blut (Art. Hb-O,) blieb in allen
Gruppen zu allen Zeitpunkten konstant und unterschied sich auch nicht in den

einzelnen Gruppen (Tab. 13).
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Art. PO, |Art. PCO, |pH Art. BE Art. SBIC
(mmHg) | (mmHg)
Ringer-Gruppe
Ausgangswerte | 147+27 37+3 7,36x0,07 -3,9+4 4 21,5+3,8
20 min 148128 36+3 7,35+0,03 -5,1+2,1 20,5+1,6
60 min 149433 38+3 7,34+0,06 -5,9+2,1 20,6%3,5
100 min 145+31 3815 7,34+0,03 -4,7+1,8 20,614
HES-Gruppe
Ausgangswerte | 122+32 4315 7,36x0,05 -1,2+5,7 23,4+4.6
Hamodilution 128+34 3815 7,38+0,06 -2,0£3,7 23+3,1
60 min 141432 372 1 7,37+0,05 -3,0+£3,2 22,1+2.6
100 min 126142 37+3 7,36+0,03 -4,5+2,0 20,8+1,6
HBOC-201-
Gruppe
Ausgangswerte |140+46 39+4 7,36+0,05 -2,9+57 22,2+4 9
Hamodilution 151445 40+4 * 7,31+0,02*81 |-5,6+2,6 19,8+2,1
+HBOC-201 145143 3944 7,32+0,06 -5,344,6 20,0£3,9
100 min 145+46 | 39+4 7,30+0,048 |-6,0+4,7 18,0+1,2 *§

*=p<0,05 im Vergleich zur Ringer-Gruppe
8=p<0,05 im Vergleich zur HES-Gruppe

t=p<0,05 im Vergleich zu den Ausgangswerten

#=p<0,05 im Vergleich zur Hamodilution
MWztStandardabweichung




Tabelle 13: Arterielle Oxymetrie
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Met-Hb Art. Hb-O,
(%) (%)
Ringer-Gruppe
Ausgangswerte 0,17+0,08 97+1
20 min 0,14+0,05 97+1
60 min 0,21+0,07 97+1
100 min 0,19+0,07 97+1
HES-Gruppe
Ausgangswerte 0,13+0,08 96+1
Hamodilution 0,20+0,11 97+1
60 min 0,17+0,05 98+1
100 min 0,35+0,08 *t 97+1
HBOC-201-Gruppe
Ausgangswerte 0,23+0,09 94+8
Hamodilution 0,17+0,13 9419
+HBOC-201 0,54+0,28 *t8# 91+7
100 min 0,46+0,35 9216

*=p<0,05 im Vergleich zur Ringer-Gruppe
§=p<0,05 im Vergleich zur HES-Gruppe
t=p<0,05 im Vergleich zu den Ausgangswerten
#=p<0,05 im Vergleich zur Hamodilution
MWztStandardabweichung

3.4. Hamatologie

Die Ausgangswerte fur Hb, Hkt und f-Hb waren in allen drei Gruppen
vergleichbar. Hb und Hkt blieben in der Ringer-Gruppe Uber den
Versuchszeitraum konstant. In der HES-Gruppe fiel der Hb nach Hamodilution
von 14,9+1,3 g/dl auf 7,8+1,0 g/dl und in der HBOC-201-Gruppe von 12,4+2.8
g/dl auf 7,4+1,0 g/dl. Der Hkt sank in den Gruppen jeweils von 47,3%+4,3 % auf
27,7£2,7 % bzw. von 42,049,2 % auf 26,9+3,6 % (Tab. 6).

Freies plasmatisches Hamoglobin (f-Hb) wurde mit maximal 1,0+0,21 g/dl nur in
der HBOC-Gruppe nach Transfusion des bovinen Hamoglobins gemessen. Der

Anteil am Gesamthamoglobin betrug damit ca. 0,14% (Tab. 6).



Tabelle 14: Hamatologische Parameter
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Hb Hkt f-Hb

(gdr) (Vol.-%) (9dr)
Ringer-Gruppe
Ausgangswerte 14,515 46,6+4,9 0,0+0,0
20 min 14,3£1,5 45,1453 0,0+0,0
60 min 13,8+1,3 45,1+4,9 0,0+0,0
100 min 14,011 45,7+4,1 0,0+0,0
HES-Gruppe
Ausgangswerte 14,9+1,3 47,3+4,3 0,0+0,0
Hamodilution 7,8£1,0 *t 27,7827 *t 0,0+0,0
60 min 7,6x0,8 * 27,5+3,6 *t 0,0+0,0
100 min 7,2¢0,3* 25,3+2,1 *t 0,0+0,0
HBOC-201-Gruppe
Ausgangswerte 12,4+2 .8 42,019,2 0,0+0,0
Hamaodilution 7,4£10* ¢t 26,9+3,6 *t 0,0+0,0
+ HBOC-201 7,7£1,6*t 25,4+4 4 *t 1,00+0,21 *8t#
100 min 7,6£12*t 24,0+3,8 *t 0,90+0,23 *§t#

*=p<0,05 im Vergleich zur Ringer-Gruppe
§=p<0,05 im Vergleich zur HES-Gruppe
t=p<0,05 im Vergleich zu den Ausgangswerten
#=p<0,05 im Vergleich zur Hamodilution
MWztStandardabweichung

3.5. Parameter des systemischen Sauerstofftransportes

Zu allen Messpunkten war der arterielle Sauerstoffpartialdruck (pO,), sowie der
systemische Sauerstoffverbrauch (VO, ges.) konstant. Beide Parameter zeigten
auch zwischen den Gruppen keine Unterschiede. In der Ringer-Gruppe unterlag
die arterioventse Sauerstoffdifferenz (av-DO,), das Sauerstoffangebot (DO.), der
arterielle (CaO, fem.) und pulmonale (CvO, pulm.) Sauerstoffgehalt, der
pulmonale Sauerstoffpartialdruck (pO, pulm.), der Sauerstoffverbrauch (VO,)
sowie die Sauerstoffextraktion (O»-Extr. ges.) keiner Veranderung, wahrend in
der HES- und HBOC-201-Gruppe der arterielle und pulmonale Sauerstoffgehalt
(CaO, fem. bzw. CvO, pulm.) sowie die arterioventse Sauerstoffdifferenz
(avDO;) nach Hamodilution abfielen und unter den Werten der Ringer-Gruppe
lagen. Der arterielle und pulmonale Sauerstoffgehalt (CaO, fem. bzw.CvO, pulm.)
blieben auch zu den beiden letzten Messpunkten unter den Ausgangswerten und

niedriger als in der Ringer-Gruppe. Der pulmonale Sauerstoffpartialdruck (pO-
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pulm.) war in der HBOC-201-Gruppe nach HBOC-201 Applikation und nach 100
min niedriger als in der Ringer-Gruppe, unterschied sich aber nicht von der HES-
Gruppe. Das Sauerstoffangebot (DO,) lag in der HBOC-201-Gruppe nach
Hamodilution zu jedem Zeitpunkt unter dem Ausgangswert und unter den Werten
der Ringer-Gruppe. Nach HBOC-201 Applikation fiel in dieser Gruppe das
Sauerstoffangebot (DO,) weiter ab und blieb niedriger als in der HES-Gruppe
(Tab. 15).

Die systemische Sauerstoffextraktion (O,-Extr. ges.) lag zu Beginn des
Versuches in allen Gruppen bei ca. 25 % und stieg in der HES- und HBOC-201-
Gruppe nach Hamodilution auf ca. 35 % an. Nach HBOC-201-Infusion stieg die
Extraktion in der HBOC-201-Gruppe weiter an und lag nach 100 min héher als in
der Ringer- und der HES-Gruppe (Tab. 15).
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Tabelle 15: Parameter des Sauerstofftransportes fur den Gesamt-Organismus

Ca0; fem. | CvO; Av-DO; |DO2 VO; Oo-Extr. ges.
(mldit) | pulm. (mldity  [(ml-dIt) (ml-dit) | (%)
(ml-dI)

Ringer-Gruppe

Ausgangswerte |212+22 |157+25 |55+0,8 |612+172 15530 |26,1+4,7

20 min 20,5+19 |159+23 |[4,6+0,7 |677+241 150+46 |22,7+4,8

60 min 20,1+2,1 |153+24 |4,8+12 |689+229 156+36 |24,2+6,7

100 min 202+14 |148+15 |55+10 [728+271 19470 |27,0+4,5

HES-Gruppe

Ausgangswerte |22,0+2,2 [159+13 |6,1+14 |554+90 15227 | 27,7+4,6

Hamodilution 13,0+3,2* 9,8+3,4*t |3,2+0,5*t | 518+108 130+44 |25,8+8,6
T

60 min 11,9+1,9* |7,6+0,8*F [4,4+16 |487+122 17670 |36,0+8,3*
T

100 min 10,5+1,1* |6,9+1,4*t | 3,511 *t | 412485 *t 136+41 |34,0+10,2
T

HBOC-201-

Gruppe

Ausgangswerte |18,2+3,9 |13,8+4,2 |4,4+0,8*§ |611+102 153+45 |25,648,1

Hamodilution 10,7+1,6* |7,2£1,3*t |3,5+0,7 *t | 458+112*F 151+42 |33,1+59*
T

+HBOC-201 10,4+2,3* |6,4+2,3*F |4,0+0,7 |320+87 *t&# |123+29 |40,0+10,8 *t
T

100 min 10,4+2,1* |5 7£1,1*F |4,7£13 |332463 *f 15046 |45,1+5,28*t
T

*=p<0,05 im Vergleich zur Ringer-Gruppe
8=p<0,05 im Vergleich zur HES-Gruppe
t=p<0,05 im Vergleich zu den Ausgangswerten
#=p<0,05 im Vergleich zur Hamodilution
MWzStandardabweichung

3.6. Parameter des Sauerstofftransportes der Leber

In der Ringer-Gruppe waren mit Ausnahme des Sauerstoffpartialdruckes in der
V.portae (pO, port.) und des Sauerstoffgehaltes der V.portae (CvO, port.) alle
Parameter Uber den Versuchszeitraum konstant. Diese beiden Parameter fielen
nach 100 min im Vergleich zu den Ausgangswerten ab. Der Blutfluss in der V.
portae (flow-port.) veranderte sich tber den Versuchszeitraum in keiner Gruppe.
Die Gruppen zeigten in diesem Parameter auch keinen Unterschied
untereinander. Der Sauerstoffgehalt der V. portae und der V. cava (CvO; port.
bzw. CvO, cava) fielen in der HES- und in der HBOC-201-Gruppe nach
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Hamodilution unter die Ausgangswerte ab. Nur in der HBOC-201-Gruppe fiel der
Sauerstoffpartialdruck der V.portae nach Hamodilution mit Ringerlésung ab. In
der V.cava lag der Sauerstoffpartialdruck in der HES- und HBOC-201-Gruppe
nach Hamodilution unter dem der Ringer-Gruppe (Tab. 16). Die arteriovendse
Sauerstoffdifferenz der Leber (avDO, Leb.) fiel lediglich in der HES-Gruppe nach
Hamodilution signifikant ab und war in der HBOC-201-Gruppe nach HBOC-201-
Applikation deutlich groBer als in der HES-Gruppe (Tab. 17). Das
Sauerstoffangebot der Leber (DO, Leb.) veranderte sich im Verlauf in keiner der
Gruppen signifikant, lag in der HES- und in der HBOC-201-Gruppe nach
Hamodilution aber deutlich niedriger als in der Ringer-Gruppe. Der
Sauerstoffverbrauch der Leber war zu allen Messpunkten konstant und es gab
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen (Tab. 17).

In der Leber veranderte sich die Sauerstoffextraktion nicht signifikant nach
Hamodilution, war in der HES-Gruppe 40 min nach Hamodilution und in der
HBOC-201-Gruppe nach Transfusion von 0,6 mg/kg KG HBOC-201 aber groRRer
als in der Ringer-Gruppe. In der HBOC-201-Gruppe stieg die Sauerstoffextraktion
der Leber 40 min nach HBOC-201 Applikation an und lag Uber der der HES-
Gruppe.



Tabelle 16: Parameter des Sauerstofftransportes der Leber
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PO, port. PO, cava CvO; port. CvO; cava
(mmHg) (mmHg) (ml-dl1) (ml-dl)
Ringer-Gruppe
Ausgangswerte | 6418 55+5 18,9+1,6 17,8+2,0
20 min 61+7 53+7 18,4+1,7 17,1422
60 min 59+11 58+10 17,8+2,3 16,5+2,7
100 min 53+4t 5245 16,7+1,9% 15,942 4
HES-Gruppe
Ausgangswerte | 68+14 51+5 18,7+£3,0 16,4127
H&modilution 6249 48+3 10,7£1,9 9,7+£1,5*f
60 min 68116 44+6* 10,0+0,8 8,3+£1,3*f
100 min 55+16 44+5* 8,8+£1,5*t 7,4+1,6*t
HBOC-201-
Gruppe
Ausgangswerte | 6219 4919 16,3+4,1 14,147
Hamodilution 51+7*1§ 50+3 8,9+1,9*t 8,1+1,6*t
+HBOC-201 49+138 42+8* 8,6+2,3*t 7,1£2,3*t
100 min 52+12 42+6%# 7,9+1,4*t 5,7+1,3*t

*=p<0,05 im Vergleich zur Ringer-Gruppe
8=p<0,05 im Vergleich zur HES-Gruppe

t=p<0,05 im Vergleich zu den Ausgangswerten

#=p<0,05 im Vergleich zur Hamodilution
MWtStandardabweichung




Tabelle 17: Parameter des Sauerstofftransportes der Leber
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avDO; Leb. |DO:; Leb. VO Leb. Oo-Extr. Leb. Flow-port.
(ml-dI1) (ml-min-1) (ml-min-1) (%) (ml-min-1)
Ringer-Gruppe
Ausgangswerte |1,8+1,6 33,2194 3,8+5,8 9,2+7,5 111+62
20 min 2,0£0,7 27,0£13,9 2,713 10,9+3,9 94+49
60 min 2,0+0,8 26,7+£17,6 |2,7£1,5 11,2+5,6 96+63
100 min 2,0£1,2 23,9+8,6 3,1+3,0 11,6+7,2 90+37
HES-Gruppe
Ausgangswerte |3,4+1,6 20,2125 3,5+2,8 17,3+8,0 67+37
Hamodilution 1,8+0,8 T [11,545,7* 1,7+0,8 14,7+3,8 69+37
60 min 2,4+0,9 10,5+5,4 2,5+1,9 22,4+8,8* 67+35
100 min 2,0+0,8 10,3+3,7* [2,2+1,3 21,8+9,0* 76+33
HBOC-201-
Gruppe
Ausgangswerte |2,9+2,8 16,9+8,5 2,9+3,0 17,5£14,0 65122
Hamodilution 1,3+0,8 14,7+7,7 2,014 13,8+6,6 99+45
+HBOC-201 2,2+1,2 13,7+7,9 3,3+2,9 24,1+12,0* 97442
100 min 3,1+0,6 8§ |10,845,7* [3,8+2,2 35,445,98*t | 80+38

*=p<0,05 im Vergleich zur Ringer-Gruppe

8=p<0,05 im Vergleich zur HES-Gruppe
t=p<0,05 im Vergleich zu den Ausgangswerten
#=p<0,05 im Vergleich zur Hamodilution
MWtStandardabweichung

3.7. Parameter des Sauerstofftransportes des Skelettmuskels

In der V. poplitea unterlagen der Sauerstoffpartialdruck (pO. pol.) und -gehalt
CvO; popl.) in der Ringer-Gruppe keinen Veranderungen, fielen im Vergleich
HES- HBOC-Gruppe ab. Die

arteriovenodse Sauerstoffdifferenz (avDO, Mus.) sowie der Sauerstoffverbrauch

dazu nach Hamodilution in der und der
(VO, Mus.) des Skelettmuskels waren nahezu konstant und nicht unterschiedlich
zwischen den jeweiligen Gruppen. Im Skelettmuskel war das Sauerstoffangebot
nach HBOC-201-Infusion in der HBOC-Gruppe niedriger als in der Ringer- und
lag in der HBOC-201-Gruppe nach

Hamodilution Uber der der Ringer-Gruppe und war nach HBOC-201-Infusion im

HES-Gruppe. Die Sauerstoffextraktion

Vergleich zu den Ausgangswerten erhdht (Tab. 18).



62

Tabelle 18: Parameter des Sauerstofftransportes des Skelettmuskels

PO CvO; popl. | AvDO2 M. {DO; M. VO M. | O2-Extr.M.
popl.(mmHg) | (ml-dI) (ml-dF) | (ml-min) | (ml-min- | (%)
Y

Ringer-Gruppe
Ausgangswerte [ 44+8 14,5+2,3 |6,6+2,2 [(7,9+2,6 |2,3+0,6|31,3+9,6
20 min 46+9 15,7+2,5 |4,8+1,5 [10,1+4,9 |2,1+0,7|23,6+7,8
60 min 48+10 14,8+2,5 |5,3+1,2 [10,0+4,4 |2,5+0,8]|26,9+7,2
100 min 5318 14,7£15 |5,5¢1,4 |11,5¢5,2 |3,0+1,3|27,2+6,4
HES-Gruppe
Ausgangswerte | 39£15 12,7+3,7 |9,3+4,8 [8,9+44 |3,2+1,5|41,5+18,9
Hamodilution [41+7 8,2+2,0*t(4,8+1,8 |8,7+2,6 |3,0+0,9|36,3+10,2*
60 min 41+14 6,7+1,9*1 |5,2+2,4 |8,2+2,7 |3,2+1,2(42,9+17,6*
100 min 38+9* 6,4+1,9*t (4,1+1,31|7,6£2,8 |2,8+£0,7|39,7+15,2
HBOC-201-
Gruppe
Ausgangswerte | 48+12 13,1+4,2 |5,1+2,7 |7,2+3,2 |2,5+2,6|28,7+16,8
Hamodilution |39%6 6,4+1,2*14,3x1,2 |7,5£6,0 |2,9+1,9|39,6+8,7*
+HBOC-201 35+10*t |5,6+2,2*t (4,815 |5,2+1,1*§|2,4+0,5|46,9+13,3*t
100 min 38+10* 5,56+1,5*1|5,9+£2,0 |6,0+0,8* |2,8+£0,9|46,9+12 5*1

*=p<0,05 im Vergleich zur Ringer-Gruppe
§=p<0,05 im Vergleich zur HES-Gruppe
t=p<0,05 im Vergleich zu den Ausgangswerten
#=p<0,05 im Vergleich zur Hamodilution
MWztStandardabweichung

3.8. Sauerstoffspannung in Leber und Skelettmuskel

Die Ausgangswerte der Sauerstoffspannung (tpO,) der Leber waren in allen drei
Gruppen vergleichbar. In der Kontroll-Gruppe waren die 10%-, 50%- und 90%-
Perzentile Uber den gesamtem Beobachtungszeitraum konstant, wahrend in der
HES-Gruppe nach Hamodilution ein deutlicher Anstieg der Sauerstoffspannung in
der 50%-Perzentile zu verzeichnen war. In der HBOC-201-Gruppe war nach
Hamodilution  mit  Ringer-Lésung  kein  signifikanter =~ Anstieg  der
Sauerstoffspannung zu vermerken, aber nach HBOC-201-Transfusion stieg der
tpO, signifikant um ca. 15 mm Hg an, und die 10%- und 50%-Perzentilen des
tpO, lagen zu diesem Messpunkt deutlich héher als in der Ringer- und HES-
Gruppe (Tab. 19).
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In der Ringer-Gruppe war die Sauerstoffspannung im Skelettmuskel Uber den
Beobachtungszeitraum konstant. Nach Hamodilution stieg die 50%-Perzentile
des tpO; in der HES- sowie in der HBOC-201-Gruppe signifikant von ca. 20 mm
Hg auf ca. 30 mm Hg an und lag damit Gber der der Ringer-Gruppe. In der
HBOC-201-Gruppe kam es nach HBOC-201-Applikation zu einem weiteren
Anstieg des tpO, auf ca. 40 mm Hg, so dass die tpO,-Werte in dieser Gruppe
dann auch im Vergleich zur HES-Gruppe hoher waren (Tab. 20).

Die Histogramme des Gewebesauerstoffpartialdruckes der Leber zeigten in der
HES-Gruppe nach der Hamodilution eine Rechtsverschiebung zu hoheren tpO,-
Werten, die bis zum Versuchende Uber den Ausgangswerten lagen. Die
Applikation von HBOC-201 resultierte ebenfalls in einer Rechtsverschiebung der
Histogramme zu héheren Werten. Der mittlere tpO, stieg in der HBOC-201-
Gruppe insgesamt um 44% im Vergleich zu den Ausgangswerten an und lag
damit Uber dem 37%igen Anstieg in der HES-Gruppe (Abb. 5). Im Histogramm
der tpO,-Werte des Skelettmuskels kam es in der HES- und in der HBOC-201-
Gruppe nach Hamodilution zu einer Rechtsverschiebung zu hdheren Werten.
Nach Applikation von HBOC-201 verschob sich das Histogramm noch weiter
nach rechts und die tpO,-Werte waren bis zum Versuchsende hdher als die
Ausgangswerte. Durch Zufuhr von HBOC-201 wurde ein Anstieg des tpO, im
Skelettmuskel um 105% im Vergleich zu den Ausgangswerten erzielt. Damit war
die Zunhame des tpO, deutlich hdher als in der HES-Gruppe (Abb. 6).



Tabelle 19: Sauerstoffspannung der Leber
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10%-Perzentile
(mm Hg)

50%-Perzentile
(mm Hg)

90%-Perzentile
(mm Hg)

Ringer-Gruppe

Ausgangswerte 43,9 47,8 51,1
20 min 49,7 52,2 55,6
60 min 43,0 48,1 54,4
100 min 48,3 52,2 55,2
HES-Gruppe

Ausgangswerte 440 454 48,9
Hamodilution 59,0 60,3t 62,4
60 min 58,0 59,7t 61,2
100 min 60,1 62,3t 65,7
HBOC-201-Gruppe

Ausgangswerte 41,0 47,7 52,4
Hamodilution 50,6 t 53,6 58,3
+HBOC-201 63,4 *t# 67,7 *1# 709t
100 min 65,51# 68,61# 73,1 T#

10%-Perzentile = 10% der tpO,-Messungen waren niedriger als dieser Wert;
50%-Perzentile = 50% der tpO,-Messungen waren héher als dieser Wert; 90%-
Perzentile = 10% der tpO, -Messungen waren hoher als dieser Wert.

*=p<0,05 im Vergleich zur Ringer-Gruppe

t=p<0,05 im Vergleich zu den Ausgangswerten

#=p<0,05 im Vergleich zur Hamodilution

Darstellung der Werte als Median
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Ringer-Gruppe HES Gruppe  HBOC-201-Gruppe
Eguaftiigfeit [%] Ausgangswerte

50 - [Median] 45,4 mmHg 47,7 mmHg

47,8 mmHg
40

30 7
20 7
10 T

OIIII.IIIII LI N N I N N DR I B N | LI I LI

0O 20 40 60 8 100 O 20 40 60 80 100 O 20 40 60 80 100

20 min Hamodilution Hamodilution

50
52,2 mmHg 60,3 mmHg T 53,6 mmHg

40 7
30 7
20 7
10 T

0 LI L LI L L L L L UL LI I B B | L

0O 20 40 60 8 100 O 20 40 60 80 100 O 20 40 60 80 100

60 min 60 min + HBOC-201
50 T

40 48,1 mmHg 59,7 mmHg t 67,7 mmHg * 1

30 7
20 7
10 T

OIIII.IIIII v T el

O 20 40 60 8 100 O 20 40 60 80 100 O 20 40 60 80 100

100 min 100 min 100 min
50
40
30
20
10

OIIlIIIIll vt rrrrrora LI N D O I I B B B N |

0O 20 40 60 80 100 O 20 40 60 80 100 O 20 40 60 80 100
tpO, (mmHg)

* = p<0,05 im Vergleich zur Ringer-Gruppe; T = p<0,05 im Vergleich zu den Ausgangswerten; § =
p<0,05 im Vergleich zur Hamodilution

52,2 mmHg 62,2 mmHg t 68,6 mmHg 11

Abbildung 5: Histogramme des Gewebe-pO, der Leber



Tabelle 20: Sauerstoffspannung des Skelettmuskels
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10%-Perzentile
(mm Hg)

50%-Perzentile
(mm Hg)

90%-Perzentile
(mm Hg)

Ringer-Gruppe

Ausgangswerte 2,3 17,2 48,4
20 min 2,9 19,8 43,8
60 min 4,6 21,5 47,5
100 min 5,7 16,1 34,37t
HES-Gruppe

Ausgangswerte 6,7 22,8 42,2
Hamodilution 10,2* 30,1 *f 56,4
60 min 9,6 326* T 61,17
100 min 14,6 32,5*t 53,3*
HBOC-201-Gruppe

Ausgangswerte 3,4 19,3 45,2
Hamaodilution 10,7*t 31,9*f 52,9
+HBOC-201 16,7*t 42,2*81# 72,4 *1
100 min 25,4*1 39,5*t 66,1*

10%-Perzentile = 10% der tpO,-Messungen waren niedriger als dieser Wert;
50%-Perzentile = 50% der tpO,-Messungen waren héher als dieser Wert; 90%-
Perzentile = 10% der tpO, —Messungen waren hoher als dieser Wert.

*=p<0,05 im Vergleich zur Ringer-Gruppe
8-p<0,05 im Vergleich zur HES-Gruppe

t=p<0,05 im Vergleich zu den Ausgangswerten

#=p<0,05 im Vergleich zur Hamodilution

Darstellung der Werte als Median
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HESGruppe  HBOC-201-Gruppe
Ausgangswerte

22,8 mmHg 19,3 mmHg

|
0O 20 40 60 8 100 O 20 40 60 80 100

Hamodilution Hamodilution
30,1 mmHg * 31,9 mmHg *+

|
0O 20 40 60 8 100 O 20 40 60 80 100

60 min + HBOC-201

32,6 mmHg *t 42,2 mmHg *18 1

. il

0O 20 40 60 8 100 O 20 40 60 80 100

100 min 100 min

32,5 mmHg * 39,5 mmHg *t

il

O 20 40 60 8 100 O 20 40 60 80 100
tpO, (MmHgQ)

* = p<0,05 im Vergleich zur Ringer-Gruppe; § = p<0,05 im Vergleich zur HES-Gruppe;
T =p<0,05im Vergleich zu den Ausgangswerten; § = p<0,05 im Vergleich zur Hamodilution

Abbildung 6: Histogramme des Gewebe-pO, des Skelettmuskels



3.9. Klinische Chemie
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Die Laktat-, die Kalium- sowie die Natriumkonzentration unterlagen wahrend des

Versuchzeitraums keinen Schwankungen und unterschieden sich nicht zwischen

den Gruppen. Die Kalziumkonzentration fiel in der HES-Gruppe nach

Hamodilution unter die Ausgangswerte und war niedriger als in der Ringer-

Gruppe. Die Blutglukosekonzentration war in der HES-Gruppe nach Hamodilution

hoher als in der Ringer-Gruppe, sonst aber unverandert und vergleichbar in den
Gruppen (Tab.11).

Tabelle 21: Klinische Chemie

Laktat |K* Na* ca” BZ
(mg-dl1) (mmol-I1) (mmol-I1) (mmol-I1) (mg-dl1)
Ringer-Gruppe
Ausgangswerte |1,1+0,5 |4,4+0,7 154+3 1,51+0,08 94+23
20 min 0,9+04 |4,1+0,5 153+2 1,53+0,06 89+23
60 min 0,8+0,2 |4,1+0,3 153+2 1,54+0,09 105+48
100 min 0,8+0,2 |3,9+0,3 153+1 1,53+0,05 89+18
HES-Gruppe
Ausgangswerte |1,1+0,6 |4,0+0,6 156+4 1,50+0,13 103+12
Hamodilution 0,8+0,3 |4,1+0,5 15542 1,36+0,08 *t | 116+12*
60 min 0,7+0,4 |3,8%£0,5 15442 1,43+0,08 * |111+9
100 min 0,8+0,2 |4,0+0,5 153+3 1,50+0,06 10218
HBOC-201-
Gruppe
Ausgangswerte |1,0+0,6 [4,1+0,5 15316 1,40+0,17 112+40
Hamodilution 0,8+0,5 |4,1+0,5 152+4 1,42+0,24 91+29
+HBOC-201 0,8+0,4 |4,2+0,5 152+3 1,48+0,10 96123
100 min 0,9+0,4 |3,9+0,3 152+7 1,49+0,17 93+£23

*=p<0,05 im Vergleich zur Ringer-Gruppe

t=p<0,05 im Vergleich zu den Ausgangswerten

MWzStandardabweichung
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4. Diskussion

Ziel der vorliegenden tierexperimentellen Studie an Hunden war es, die Effekte
der isovolamen Hamodilution mit HES oder der bovinen Hamoglobinlésung
HBOC-201 auf die Sauerstoffversorgung des Gewebes zu untersuchen. Zum
zweiten sollten die Auswirkungen der Hamodilution unter Anwendung von
Hydroxyéathylstarke im Vergleich zu HBOC-201 dargestellt werden. Drittens sollte
eine Vergleichbarkeit der Veranderungen der Sauerstoffversorgung nach
Hamodilution mit HBOC-201 zwischen einem peripheren (Skelettmuskel) und
einem zentralen Organ (Leber) hergestellt werden. Als Beurteilungskriterium der
Sauerstoffversorgung des Gewebes wurden die Sauerstoffpartialdruckwerte
gewahlt.

Die Ergebnisse zeigen, dass bei den untersuchten Tieren durch isovolame
Hamodilution die Sauerstoffpartialdricke im Vergleich zur Kontrollgruppe
anstiegen. Es konnte belegt werden, dass die Infusion von HBOC-201 eine
weitere Erhéhung der Sauerstoffpartialdriicke sowohl im Skelettmuskel als auch
in der Leber bewirkt im Vergleich zu den Effekten durch die isovolame

Hamodilution alleine.

4.1. Methodenkritik

Fur die isovolame Hamodilution wurde ein Tier benétigt, welches ein
ausreichendes und gut kalkulierbares Blutvolumen besitzt. Dies und die
Praparationsbedingungen mit guten Voraussetzungen zur peripheren tpO,-
Messung aufgrund ausgepragter Skelettmuskulatur waren bei den fir diesen
Versuch ausgewahlten Foxhounds gegeben.

Der Hund bietet bei Untersuchungen zur Hamodynamik  und
Gewebeoxygenierung sehr gute Voraussetzungen, da er dem Menschen ein sehr
ahnliches Herz-Kreislaufsystem besitzt und (ber eine fast identische
Sauerstoffbindungskurve verfigt.

Die Sauerstoffaffinitat des Hamoglobins bei Hunden wird, wie die des Menschen,
Uber 2,3-Diphosphoglycerat reguliert und die p50-Werte des Hamoglobins beim

Hund und beim Menschen weichen kaum voneinander ab. Das ist fur die
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Bewertung der Gewebeoxygenierung und des Sauerstofftransportes von
Bedeutung. Deshalb ist der Hund gegenuber anderen Saugetieren hinsichtlich
der Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf den Menschen ein sehr gutes
Versuchsmodell.

Im Gegensatz zum Menschen verfigt der Hund tber einen sehr gro3en Speicher
fur Blut, die verhaltnismaRig sehr groRe Milz. Um wéhrend der Hamodilution die
Mobilisation von zusatzlichen Erythrozyten aus diesem Pool zu verhindern, wurde
die Milz vor Durchflihrung der Versuche operativ entfernt.

Die Anasthesie wurde wahrend der Untersuchungsperiode als totale intravendse
Anasthesie durchgefuhrt. Mit der Kombination aus einem Opioid und einem
Benzodiazepinderivat wurde ein Narkoseverfahren gewdahlt, welches die
hamodynamischen  Parameter wie Blutdruck, Systemwiderstand und
Herzzeitvolumen wenig beeinflusst. Aul3erdem fuhrte dieses Anasthesieverfahren
durch die rasche Anpassungsfahigkeit der Dosis der Anasthetika an den
Narkosebedarf zu einer hamodynamischen Stabilitat, sodass es bei den Tieren
wahrend der Untersuchung nicht zu anasthesiebedingten hamodynamischen
Schwankung kam.

Einen wichtigen Parameter in diesem Versuch stellte der Sauerstoffverbrauch
dar. Dieser hangt sowohl von der Muskelaktivitdt als auch von der Temperatur
ab. Durch die kontinuierliche Relaxierung der Hunde kann davon ausgegangen
werden, dass der Muskeltonus auf einem konstant niedrigen Niveau gehalten
wurde und es nicht durch Schwankungen des Muskeltonus zu einer Erhdhung
des Sauerstoffverbrauches und zum Anstieg der Laktatproduktion gekommen ist.
Gleiches qilt fur die Koérpertemperatur, die durch eine Warmedecke konstant
gehalten und wahrend des Versuches kontinuierlich zentral und peripher
gemessen wurde. So kann davon ausgegangen werden, dass Anderungen der
Oxygenierung des Gewebes durch Anderungen des Sauerstofftransportes zum
Gewebe, bzw. durch Anderungen der Sauerstoffaufnahme im Gewebe
hervorgerufen und nicht durch Schwankungen der Korpertemperatur oder -
aktivitat bewirkt wurden.

Obwohl die hamodynamischen Auswirkungen des HBOC-201 beim Mensch und
beim Hund in friheren Untersuchungen ahnlich waren, wird angenommen, dass
die vasokonstriktorische Komponente von zellfreiem Hamoglobin bei diesen

beiden Spezies unterschiedlicher Natur ist. Bei tierexperimentellen
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Untersuchungen wurde vor allem Uber einen Anstieg des pulmonalen
Widerstandes berichtet [78,160], wahrend beim Menschen eine Erhdhung des
systemischen GefalRwiderstandes im Vordergrund zu stehen scheint [81,82,159].
Blutdruckanstiege wurden immer wieder auf die Bindung von NO an das
Eisenatom in den Hamoglobinldsungen zurtickgefiihrt, da es so nicht mehr als
Vasodilatator fungieren kann [4,103,141,168].

Die verschiedenen Methoden der isovolamen Hamodilution einmal mit
Hydroxyathylstarke (HES-Gruppe) und einmal mit Ringer-Lésung (HBOC-201-
Gruppe) wurden deshalb gewahlt, weil im Anschluss an die Hamodilution in der
HBOC-201-Gruppe die Verabreichung des bovinen Hamoglobins erfolgte,
welches aufgrund seines kolloidosmotischen Druckes bei vorheriger Hamodilution
mit Hydroxyathylstarke im Vergleich zur HES-Gruppe zu einer Hypervolamie
hatte fuhren konnen. Aul3erdem sollte die Applikation zweier unterschiedlicher
Kolloide in einer Gruppe vermieden werden. In den beiden Hamodilutionsgruppen
sollten vergleichbare kolloidosmotische Driicke und Isovolamie vorliegen, um die
Effekte des HBOC-201 auf den Sauerstofftransport zum Gewebe und die
Gewebeoxygenierung peripherer und zentraler Organe zu erfassen. Aus den
Ergebnissen des Versuches geht hervor, dass trotz Verwendung eines
unterschiedlichen Volumenersatzes in beiden Hamodilutionsgruppen Isovolamie
bewahrt werden konnten. Der entscheidende Parameter flir diese Aussage war
der pulmonalkapillare Verschlussdruck, der in den beiden Gruppen Uber den
gesamten Versuchszeitraum konstant blieb. Der kolloidosmotische Druck war in
der HBOC-201-Gruppe im Vergleich zur HES-Gruppe sogar signifikant niedriger,
sodass nicht ein Volumeneffekt fir die Verbesserung der Gewebeoxygenierung
im Skelettmuskel und in der Leber nach Applikation von HBOC-201
verantwortlich gemacht werden kann.

Die Messung der Sauerstoffkonzentration im Leber- und Skelettmuskelgewebe
erfolgte durch zwei verschiedene Messverfahren. Zur Messung der
Sauerstoffsattigung in der Leber wurde der flexible Licox-Katheter (Licox Medical
Systems, GMS, Kiel) verwendet. Da sich die inneren Organe wie die Leber
wahrend des Versuches durch die Beatmung bewegten, konnte hier nicht die
starre Messsonde nach Fleckenstein eingesetzt werden.

Zur tpO,-Messung hatten alternativ auch weniger invasive Oberflachenelektroden

[30,84,85] verwendet werden kénnen. Allerdings kann die Bindegewebsschicht,
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welche die Oberflache von Organen bzw. Geweben Uberzieht, zu einer
Verfalschung der tpO,-Messung fuhren. Beim Abpréparieren dieser Grenzschicht
kdme es jedoch unvermeidlich zur Traumatisierung des Gewebes, auf3erdem
ware eine komplette Entfernung dieser Schicht nur unzureichend mdglich. Durch
lokale Blutung, Odem- und Nekrosebildung entstiinden Messungenauigkeiten.
Bei Verwendung der Stichelektrode ist keine Praparation der Organoberflache
notig und Nekrosen oder Perfusionstérungen sind durch das angewandte
Pilgerschrittverfahren nicht zu erwarten. AuRerdem kann bei den invasiven, in
diesem Versuch verwendeten flexiblen Sonden, eine Aussage uber tpO,-Werte in
der Tiefe des jeweiligen Organs gemacht werden. Zusétzlich wirden die
Ergebnisse bei der oberflachlichen Messung deutlich mehr durch die

Raumtemperatur beeinflusst.

4.2. Hamodynamik

Wahrend der Hamodilution konnte Isovolamie bei den Tieren bewahrt werden.
Das belegt der wahrend des gesamten Versuchszeitraums durch adaquate
Flussigkeitssubstitution konstant gehaltene pulmonalkapillare Verschlussdruck.
Es kam wahrend der Hamodilution zu keinem Unterschied der hAmodynamischen
Effekte nach Applikation von HBOC-201 oder Hydroxyathylstarke. Die
Herzfrequenz und der mittlere pulmonalarterielle Blutdruck zeigten nach
Transfusion von 0,6 g/kg HBOC-201 keine Anderungen. Lediglich der
systemische GefalRwiderstand waren in der HBOC-201-Gruppe teilweise erhéht.

Herzindex, Schlagvolumen und Herzzeitvolumen stiegen wahrend der
Hamodilution sowohl bei den Tieren der HES- als auch der HBOC-201-Gruppe
um ca. 20-50% an. Dies reprasentiert eine physiologische Antwort auf die
kritische Herabsetzung der Sauerstofftransportkapazitat durch den sinkenden
Hamoglobingehalt. Durch die Steigerung der Herzleistung wird versucht, den
Verlust der Sauerstofftrager zu kompensieren. Durch diesen Mechanismus
konnte bei den Tieren in dieser Untersuchung ein deutlicher Abfall des
Sauerstoffangebotes unter Hamodilution verhindert werden. Nach Applikation von
HBOC-201 sank das HZV wieder auf seinen Ausgangswert und das errechnete

Sauerstoffangebot war vermindert, da der oben beschriebene Mechanismus zur
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Aufrechterhaltung der  Sauerstoffversorgung bei  einem  reduzierten
Hamoglobingehalt durch Steigerung des Herzminutenvolumens nicht vollstandig
kompensiert wurde. Der mittlere arterielle Blutdruck fiel nach Hamodilution ab,
stieg aber nach Gabe von HBOC-201 wieder um 30% an und erreichte dadurch
rasch wieder seinen Ausgangswert. Anstiege des mittleren arteriellen Blutdruckes
Uber den Ausgangswert hinaus wurden nach HBOC-201-Infusion nicht
beobachtet.

In nahezu allen tierexperimentellen Studien wird unter HBOC-Gabe eine
Erhohung des arteriellen und pulmonalarteriellen Mitteldruckes oder eine
Reduktion des Herzzeitvolumens beschrieben [43,68,83,174]. Nach 30%iger
Austauschtranfusion mit humanem Hamoglobin im Schweinemodell zeigte sich
eine Reduktion des Herzzeitvolumen, ein Anstieg des arteriellen und
pulmonalarteriellen Mitteldruckes Uber den Ausgangswert. Systemischer und
pulmonalarterieller GefalRwiderstand stiegen an, wahrend das errechnete
Sauerstoffangebot an den Organismus unverandert blieb [75].

Die Austauschtransfusion mit einer pyridoxilierten Hamoglobinlésung flihrte bei
Hunden zu einem Abfall des Herzzeitvolumens um 27% [115]. Nach
Verabreichung von bovinem Hamoglobin sank das Herzzeitvolumen bei Hunden
um 30% [87]. Beim Affen fuhrte die Verabreichung einer Polyh&dmoglobinldsung
zu keiner Anderung des Herzzeitvolumens [95]. Beim Menschen wiederum wurde
nach Applikation von HBOC-201 eine Senkung des Herzzeitvolumens um 28%
beschrieben [81]. Gewisse Unterschiede der hdmodynamischen Effekte unter
Applikation von Hamoglobinlésungen scheinen durch die jeweilige Spezies und
das Praparat bzw. dessen chemische Modifikation begriindet zu sein. So scheint
bei Ratten die vasokonstriktorische Komponente der Hamoglobinldsungen
besonders stark ausgepragt zu sein, wahrend bei Schafen und bei Hunden diese
Veranderungen moderater ausfallen [54,77,134,147,172].

Trotz spezies- und versuchsbedingter Unterschiede mit unterschiedlichen
Hamoglobinlésungen konnte in fast allen tierexperimentellen Studien ein
vasokonstriktorischer Effekt nachgewiesen werden. Dabei haben auch
Purifikationsgrad und chemische Modifikation der Hamoglobinlésungen einen
Einfluss auf das Ausmald der Vasokonstriktion [25,57]. So flihrte die Transfusion
von 400 mg/kg Diaspirin-vernetzten Hamoglobins bei Ratten fir eine Stunde zu

einem Anstieg des mittleren arteriellen Blutdruckes um 80% [140], wahrend
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andere polymerisierte Hamoglobine diesen Effekt weniger ausgepragt zeigten [2].
Keine relevanten hamodynamischen Schwankungen hingegen fanden im
Rattenmodell nach 30%iger Austauschtransfusion mit einer modifizierten bovinen
Hamoglobinlésung statt [33]. Ahnliches gilt auch furr einige Untersuchungen mit
HBOC-201 am Hund [157,160]. Ebenfalls zu einem nur moderaten Anstieg des
mittleren arteriellen Blutdruckes kam es bei Patienten nach Applikation von 0,4
g/kg bovinen Hamoglobins [159].

Die Ergebnisse dieser Untersuchung bekraftigen somit die Aussage friherer
Studien mit HBOC-201. Nach Applikation von 0,6 g/kg bovinen Hamoglobins
kommt es nicht zu ausgepragten oder insbesondere nachteiligen
hamodynamischen Veranderungen.

Alle zellfreien Hamoglobinlésungen bewirken speziesspezifisch eine Erhéhung
des Gefal3widerstandes, der in den einzelnen Organbezirken unterschiedlich
stark ausgepragt ist [83,134]. Als Ursache hierfir kommen verschiedene
pathophysiologische Mechanismen in Frage. Eine derzeit in der Literatur
akzeptierte Erklarung der vasokonstriktorischen Effekte von Hamoglobinlésungen
stellt die NO-Bindungstheorie dar. Stickstoffmonoxid (NO) ist ein starker
Vasodilatator, der vom Endothelium freigesetzt wird [111]. Da NO eine starke
Affinitat zu zweiwertigen Eisenatomen besitzt, wird es durch Hamoglobinlésungen
gebunden und kann nicht mehr als Gefal3dilatator fungieren [4,103,104,141,168].
Bei Schafen kam es bei fast kompletter Austauschtransfusion mit einer
Hamoglobinlésung zu einem Anstieg des systemischen und pulmonalen
Gefalwiderstandes um 44% bzw. 200% [92].

Es wird angenommen, dass die vasokonstriktorischen Effekte von
Hamoglobinlésungen beim Menschen im Vergleich zu anderen Spezies
unterschiedlich sind, da in einigen Patientenstudien, im Gegensatz zu
tierexperimentellen  Untersuchungen, keine Erhohung des pulmonalen
GefalBwiderstandes beobachtet werden konnte, wohl aber ein Anstieg des
systemischen Gefal3widerstandes zu vermerken war [81,82,159]. Der Anstieg des
systemischen Gefal3widerstandes muss aber nicht zwangslaufig nur als negativer
Effekt betrachtet werden, da diese ,Nebenwirkung® der freien Hamoglobine bei
bestimmten Erkrankungen durchaus positive Auswirkungen fiir den Organismus
mit sich bringen kann. Dazu zahlen der akute Blutverlust und die hyperdyname

Phase im septischen Schock, wo die exzessive Produktion von Stickstoffmonoxid
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eine zentrale Rolle fur die h&modynamische Instabilitat dieser Patienten
einnimmt. So konnte bei septischen Schafen durch niedrige Dosen von
pyridoxyliertem Hamoglobin die hyperdyname Phase durchbrochen werden [18],
und Diaspirin-vernetztes Hamoglobin normalisierte bei septischen Ratten den
Blutdruck, verbesserte die regionale Perfusion im Splanchikusgebiet, Herzen und
Gehirn und konnte die Mortalitat senken [112]. Polymerisiertes bovines
Hamoglobin konnte bei Ratten im endotoxischen Schock die kardiovaskulare und
renale Funktion wieder herstellen [74]. In einem Ratten-Schock-Modell nach
Verbrennung war Diaspirin-vernetztes Hamoglobin der Transfusion von Frischblut
in der Wiederherstellung einer stabilen hamodynamischen Situation (SVR, HZV,
SV) uberlegen [151].

Eine andere Ursache fur die Vasokonstriktion kénnte eine Beeinflussung des
Endothelinstoffwechsels sein [134]. An Endothelzellen des Schweins konnte
gezeigt werden, dass freies Hamoglobin durch Endo- oder Transzytose in diese
aufgenommen wird und somit auch intrazellular mit Stickstoffmonoxid und
Endothelin-1 interferieren kdnnte [41].

Weiterhin  konnten verschiedene Arbeitsgruppen tierexperimentell einen
Zusammenhang zwischen dem Reinheitsgrad der Hamoglobinderivate und dem
Ausmald kardiovaskularer Nebenwirkungen nachweisen [101]. Matsuda fand
neben anderen Substanzen insbesondere Phospholipide, die aus zerstdrten
Zellmembranen der Erythrozyten stammen, Lysophopsphatidcholin in
Hamoglobinlésungen. Dies ist eine Substanz, welche die durch Acetylcholin
induzierte Vasodilatation hemmt und somit zu einer Erhéhung des
GefalRwiderstandes fuhrt [105].

Es ist auch denkbar, dass nach Transfusion von Hamoglobinlésungen ein
Sauerstoffiberangebot mit konsekutiver Hyperoxie die Ursache fur eine
Vasokonstriktion ist. Hyperoxisches Gewebe |6st physiologischer Weise eine
Vasokonstriktion in den vorgeschalteten Arteriolen aus [96], wodurch eine weitere
Zufuhr von Sauerstoff durch Erythrozyten reduziert wird. Wird der Sauerstoff, wie
in unserem Versuch, durch Hamoglobinldsungen transportiert, greift dieser
Regelkreis offenbar nicht, da durch Vasokonstriktion der plasmatische
Sauerstofftransport nicht in gleichen Mal3e reduziert werden kann wie der
zellulare. Da es allerdings bereits nach Applikation von nur geringen Mengen von

Hamoglobinlésungen zur Vasokonstriktion kam, die nicht mit einer Hyperoxie
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assoziiert war, ist die reaktive Zunahme des GefafRtonus von Arteriolen bei
Hyperoxie sicher nicht die einzige Erklarung fir den Anstieg des systemischen

GefalRwiderstandes nach Verabreichung von Hamoglobinldsungen.

Frihere Hamoglobinlésungen waren hyperonkotisch und fihrten zu einer
intravasalen Volumenzunahme [60]. Bei der hier eingesetzten Hamoglobinldsung
betragt der kolloidosmotische Druck 17 mm Hg. Wéahrend der Hamodilution mit
HBOC-201 fiel kolloidosmotische Druck auf 6 + 1mm Hg ab und war damit
niedriger als in der Ringer- und HES-Gruppe. Die eingesetzte bovine
Hamoglobinlésung zeigte demnach keine hyperosmolaren oder hypervolamen
Effekte.

4.3. Met-Hamoglobin

Da allen Hamoglobinlésungen die zellularen Enzyme zur Reduktion von
Sauerstoff fehlen, kdnnten grél3ere Mengen an Met-Hamoglobin entstehen. Die
oxidierte Form des Hamoglobins gibt aber keinen Sauerstoff an das Gewebe ab
und wirde somit die Gewebeoxygenierung nicht verbessern oder gar
beeintrachtigen. Wahrend des geschilderten Versuchzeitraums von wenigen
Stunden kam es in der HBOC-201-Gruppe nur zu einem geringfligigen Anstieg
des Met-Hamoglobins auf 0,68%. In diesen Konzentrationen und der kurzen
Zeitspanne ist nicht mit einer Einschrankung der Effektivitat beztglich des
Sauerstofftransportes zu rechnen. Bei hoheren und repetetiven Dosen sowie
langer Anwendungs- bzw. Messzeit misste man wahrscheinlich von einer
vermehrten Met-Hamoglobinbildung mit Einschrankung der
Sauerstofftransportkapazitat ausgehen.

4.4. Isovolame Hamodilution mit HBOC-201 und HES

Schwerpunkt des vorliegenden Versuchs war die Untersuchung der Effektivitat
einer isovolamen Hamodilution mit der bovinen Hamoglobinlésung HBOC-201 im

Vergleich zu Hydroxyathylstarke im Hinblick auf die Gewebeoxygenierung. Dabei
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wurden die Auswirkungen der Hamoglobinlésung auf die Gewebeoxygenierung
im periphereb Gewebe (Skelettmuskel) denen in einem zentral gelegenen Organ
(Leber) gegenuber gestellt.

In friheren Untersuchungen konnte bereits belegt werden, dass es unter
isovolamer Hamodilution mit einer bovinen Hamoglobinldsung zu einem Anstieg
des tpO, im Skelettmuskel kam [157,160]. Ob sich dieser Effekt auch in
lebenswichtigen, inneren Organen reproduzieren lasst, oder vom Muskel auf
Organe Ubertragen lasst, war bisher ungeklart und wird kritisch diskutiert. Im
Vergleich zum Skelettmuskel hat die Leber unter Ruhebedingungen wie einer
Allgemeinanasthesie  einen  wesentlich  hbéheren  Energieumsatz  und
Sauerstoffbedarf. Aus diesem Grund ist in diesem Organ schneller als in der
Muskulatur eine Hypoxie bei einem niedrigen Sauerstoffangebot zu erwarten.
Allerdings hat die Leber eine abgesichert hohe Perfusionsrate, da sie tber die A.
hepatica sowie die V.Portae mit Blut versorgt wird.

Bereits 1982 konnte im Tiermodell gezeigt werden, dass eine 75%
Austauschtransfusion mit stromafreiem Hamoglobin nicht zu histopathologischen
Veranderungen an der Leber fuhrte, wéhrend die Tiere der Kontrollgruppe, die
Albumin erhalten hatte, hypoxische Nekrosen der Leber aufwiesen [50]. Dies liel3
vermuten, dass die Infusion von Hamoglobinldsungen zu einer ausreichenden
Gewebeoxygenierung fuhrten und so hypoxische Zellschaden vermeiden konnte.
Bestatigung fur diese Theorie fand man in verschiedenen Untersuchungen. So
konnte im Schockmodell am Hund durch Transfusion einer Hamoglobinl6sung ein
hypoxischer Leberzellschaden verhindert werden, wahrend die Transfusion von
Erythrozyten oder Kolloiden zu einer Organnekrose der Leber fuhrte [144]. In
einem kliniknahen Modell an Ratten mit chirurgischem Trauma und definiertem
Blutverlust ergab sich nach Volumentherapie mit modifiziertem humanem
Hamoglobin, im Gegensatz zu Frischblut, eine vermehrte
Hepatozytenproliferation sowie eine Reduktion intestinaler Schaden [175]. Am
Patienten wurde die klinische Effektivitat von humanem polymerisierten
Hamoglobin als Blutersatz nach akutem Tauma und bei Notfalloperationen
untersucht [59]. Es wurde keine Einschrankung der Leberfunktion oder anderer
innerer Organe beobachtet.

AuBBerdem koénnen Hamoglobinldsungen die Mikrozirkulation innerer Organe

verbessern und somit die Geweboxygenierung gunstig beeinflussen. Im
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Hamstermodell wurden die Effekte auf die Mikrozirkulation der Leber einer
33%igen  Austauschtransfusion mit einer unmodifizierten  zellfreien
Hamoglobinlésung und mit der einer Raffinose-vernetzten Hamoglobinldsung
verglichen. Die unmodifizierte Lésung resultierte in einer signifikanten Reduktion
der Leberperfusion, wahrend sich bei der Verwendung des modifizierten
Hamoglobins keine Veranderung im Durchmesser von Lebervenulen oder der
Stromungsgeschwindigkeit  in  sinusoidalen Gefallen  zeigte [142].
Durchblutungsmessungen an einzelnen Organen erbrachten an Ratten beim
Einsatz von Diaspirin-vernetztem Hamoglobin keine Verdnderung der Leber- und
Nierendurchblutung sowie eine Steigerung der Milzperfusion, wéahrend bei
unmodifiziertem Hamoglobin die Perfusion aller drei Organe abnahm [68]. Diese
Ergebnisse sprechen dafiir, dass hinsichtlich der Beeintrachtigung der
Mikrozirkulation innerer Organe nach Transfusion von Hamoglobinlésungen der
Purifikation und chemischen Modifikation der verwendeten Substanz eine grofie
Bedeutung zukommt. Es konnte nach Verabreichung von Hamoglobinlésungen
eine  Umverteilung des Blutflusses zugunsten des Herzens, Gehirns,
Gastrointestinaltraktes, der Leber und Niere beobachtet werden [67,68]. Dies sind
Organe, die wahrend eines Schockes besonders durch Ischamie und Hypoxie
gefahrdet werden. Direkte Blutflussmessungen der Koronarien am Hund ergaben
eine Zunahme des Sauerstoffmetabolismus nach Applikation einer bovinen
polymerisierten Hamoglobinlésung [100]. Im Gegensatz zu Kristalloiden
verbesserte die Zufuhr einer humanen Hamoglobinlésung im unkontrollierten
Schock die zerebrale Perfusion und konnte so das Ausmald der hypoxischen
Hirnlasion reduzieren [116].

In unserem Versuch kam es nach HBOC-201 Zufuhr bei konstanter Flussrate in
der Pfortader sowie der Poplitealarterie und sinkendem Herzzeitvolumen
trotzdem zu einem Anstieg des Sauerstoffpartialdruckes im Leber- und
Skelettmuskelgewebe, obgleich man aufgrund der oben beschriebenen
hamodynamischen Parameter von einem geringeren Sauerstoffangebot an diese
Gewebe ausgehen muss. Dieser Effekt lasst sich durch eine erhdhte
Sauerstoffextraktionsrate nach HBOC-201-Applikation erklaren. Die isovolame
Hamodilution bis zu einem Hamatokrit von 25% resultierte zunachst durch eine
Steigerung der Herzleistung in einer Zunahme des Sauerstoffpartialdruckes im

Skelettmuskel um etwa 50%. Im Histogramm des Skelettmuskels ist dieser Effekt
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gut an der Rechtsverschiebung der Histogramme zu héheren tpO,-Werten in der
HES- und der HBOC-201-Gruppe zu erkennen. Der Sauerstoffpartialdruck im
Lebergewebe stieg nach isovolamer Hamodilution ebenfalls um 33% an.

Nach HBOC-201 Infusion stieg der Sauerstoffpartialdruck im Skelettmuskel um
weitere 32% (10 mmHg) und in der Leber um 28% (15 mmHg) an. Damit konnte
eine Erh6hung der Sauerstoffspannung nach HBOC-201 Applikation peripherer
und zentraler Organe in gleichem Masse beobachtet werden. Dies zeigte sich in
einer weiteren Rechtsverschiebung der tpO,-Histogramme des Skelettmuskels
und der Leber zu hoheren Werten. Es ist also davon auszugehen, dass es unter
ausgedehnter Hamodilution bei zusatzlicher Applikation einer relativ kleinen
Menge der Hamoglobinlésung nicht  zu einer  unzureichenden
Sauerstoffversorgung der untersuchten Organe kommt, da diese zu keinem
Zeitpunkt nachweisbare hypoxische Bezirke zeigten. Uber den gesamten
Versuchszeitraum war die Steigerung des Sauerstoffpartialdruckes im
Skelettmuskel relativ héher als in der Leber. Im Muskel kam es zu einem Anstieg
des tpO, um +120% (20 mmHg), wahrend es in der Leber zu einer Zunahme des
tpO, um 44% (20mmHg) kam. Dies kann durch einen relativ groReren Anstieg
der Kapillarperfusion des Muskels mit HBOC-201 im Vergleich zur wesentlich

besser perfundierten Leber moglicherweise erklart werden.
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4.5. Hamodynamik und Gewebeoxygenierung

Die ausschlaggebenden Faktoren fir eine ausreichende Sauerstoffversorgung in
den Geweben sind die Hamoglobinkonzentration, die Sauerstoffsattigung des
Hamoglobins sowie das Herzzeitvolumen bzw. der Blutfluss in einzelnen
Organen. Eine Steigerung der Sauerstoffversorgung wird normalerweise durch
eine Erhohung des Herzzeitvolumens, entweder durch Expansion des
intravasalen Volumens oder inotropische Therapie erreicht, oder durch Erhéhung
des arteriellen Sauerstoffgehaltes. Dies sind aber nicht die einzigen Faktoren der
Gewebeoxygenierung.

Deshalb ist entscheidend, die Verdnderungen der Hamodynamik nach der Zufuhr
der Hamoglobinlésung in Verbindung mit den Auswirkungen auf die
Sauerstoffpartialdricke  zu  betrachten.  Interpretiert man  nur die
hamodynamischen Effekte wirden die Abnahme des Herzzeitvolumens sowie der
Anstieg des systemischen GefaRwiderstandes nach HBOC-201-Gabe sicher als
nachteilig ausgelegt werden. Von Bedeutung ist aber letztendlich nicht allein die
Makrohdmodynamik, sondern die Mikrozirkulation und die Gewebeoxygenierung.
Das systemische Sauerstoffangebot (DO,) fiel in der HBOC-201-Gruppe nach
Hamodilution signifikant ab und war nach Transfusion der Hamoglobinlésung
deutlich niedriger als in der HES-Gruppe. In der Leber war kein Unterschied
zwischen der HES- und der HBOC-201-Gruppe im Sauerstoffangebot zu
registrieren. Da die Sauerstoffaufnahme (VO,) (systemisch, hepatisch und
muskular) in der HBOC-201-Gruppe nach Hamodilution und HBOC-201 Infusion
nicht reduziert war, kam es nicht zu einer Verschlechterung der
Gewebeoxygenierung, was sich aus den gemessenen tpO,-Werten ablesen lasst.
Die systemische Sauerstoffausschopfung (av-DO;) blieb nach HBOC-201
Applikation konstant. Es kam durch die hdmodynamischen Veranderung also
nicht zu einer erhéhten globalen Sauerstoffausschépfung. In der Leber war die
Sauerstoffausschépfung nach HBOC-201 Zufuhr héher als in der HES-Gruppe. In
Verbindung mit einer erhdhten Sauerstoffextraktion nach HBOC-201 Zufuhr
erklart sich hierdurch die Rechtsverschiebung der tpO,-Werte zu hdheren
Sauerstoffpartialdriicken in der Leber. Die Erh6éhung der hepatischen
arteriovendsen Sauerstoffdifferenz ist demnach nicht die Konsequenz einer

Hypoxie bei reduzierter Kreislaufsituation.
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Es konnte somit belegt werden, dass die Verabreichung von HBOC-201 nach
isovolamer Hamodilution die Gewebeoxygenierung der Leber als zentrales Organ
verbessern konnte. Trotz sinkendem Herzzeitvolumen und steigendem
systemischen Widerstand fuhrte die Zufuhr der bovinen Hamoglobinlésung zu
einem Anstieg der Sauerstoffpartialdriicke in diesem Organ. Die Verbesserung
der Oxygenierung resultierte aus der steigenden Sauerstoffextraktion der Leber
nach HBOC-201-Applikation. Der Anstieg der Sauerstoffextraktion erklart sich
durch eine effektive Sauerstoffabgabe der bovinen Hamoglobinldsung an das
Gewebe, die in einer geringen Sauerstoffaffinitat der Substanz begriindet ist.
HBOC-201 hat einen hoheren P50 von 38mmHg, verglichen mit dem
physiologischen P50 von 30 mmHg von caninem H&moglobin, wodurch die
Sauerstoffabgabe an das Gewebe erleichtert wird. Dies beschreibt Page in einer
in-vitro-Untersuchung [118].

Zuséatzlich zu der niedrigen Sauerstoffaffinitat fordert der plasmatische
Sauerstofftransport eine hohe Sauerstofffreisetzung im Gewebe. Durch
plasmatischen Sauerstofftransport konnen auch potentielle vasokonstriktorische
Effekte der Widerstandsgefél3e z.B. als Reaktion auf Hyperoxie im Gewebe auf
mikrozirkulatorischer Ebene Gberwunden werden. Die bessere Sauerstoffabgabe
von HBOC-201 kénnte somit auch bei einer Gewebehypoxie , die durch einen
geringeren Blutfluss hervorgerufen wird, vorteilhaft sein. Beispiele sind hier
arterielle Stenosen sowie cerebrale oder myokardiale Infarkte [32,106].
Beflrchtungen, dass der Einsatz von Hamoglobinlésungen den drohenden
Reperfusionsschaden nach arterieller Stenose aggravieren konnte, da freies
Hamoglobin keine Reduktionsenzyme zum Abbau von freien Sauerstoffradikalen
besitzt, die wahrend einer Ischdmie kumulieren, konnten mehrfach widerlegt
werden [106,120]. D’Agnillo entwickelte eine Polyhamoglobinlésung, die
Superoxid-Dismutase-Katalase bindet und dadurch sogar eine antioxidative
Wirkung besitzt [35].

Eine weitere Theorie fur den Anstieg des Sauerstoffpartialdruckes nach HBOC-
201 Gabe beschreibt Federspiel [42]. Die Geschwindigkeit der kapillaren
Sauerstoffdiffusion zum Gewebe héangt vom Abstand der Erythrozyten zum
GefalRendothel und vom Abstand untereinander ab. Hamoglobinlésungen fillen
im Gegensatz zu korpuskuléaren Sauerstofftragern das Lumen der Kapillaren sehr

homogen aus und stehen so in direktem Kontakt zum Kapillarendothel. So wird
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durch eine verklrzte Diffusionsstrecke eine schnellere Sauerstoffabgabe
ermdglicht. Denkbar ware auch eine sog. Brickenfunktion des freien
Hamoglobins zwischen den Erythrozyten, die den Transport von Sauerstoff durch
die Hamoglobinlésung von zentral im  Lumen der Kapillare gelegenen
Erythrozyten zur Kapillarwand beschleunigt. Da die nicht korpuskularen
Sauerstofftrager in der Lage sind die Kapillare zu verlassen, kénnen sie den
Sauerstoff auch direkt zum Gewebe transportieren.

Zusammenfassend konnte belegt werden, dass die Applikation von 0,6 g/ kg
einer bovinen Hamoglobinlésung nach isovolamer Hamodilution die
Gewebeoxygenierung zentraler (Leber) und peripherer (Skelettmuskel) Gewebe
im Vergleich zur Infusion von Hydroxyathylstarke durch eine Steigerung der
Sauerstoffextraktionsrate zusatzlich erhohen konnte.

AuBBerdem konnte ein paralleler Anstieg des Sauerstoffpartialdrucks im
Skelettmuskel und in der Leber gezeigt werden. Damit kann moglicherweise von
leichter zu erreichenden Kompartmenten, wie dem Skelettmuskel - unter stabilen
hamodynamischen und isovolamen Bedingungen - auf Veranderungen des tpO,

zentraler Organe geschlossen werden.

4.6. Ausblick

Der Vorteil der Hamoglobinlésung im Vergleich zu herkdmmlichen
Volumenersatzmitteln wie Hydroxyéathylstarke, Dextrane oder Gelatine besteht in
ihrer Fahigkeit Sauerstoff zu transportieren und an das Gewebe abzugeben. Im
Gegensatz zu Vollblut oder Erythrozytenkonzentraten bieten sie den Vorteil, dass
sie universell und ohne zeitraubende Kreuzproben verabreicht werden kdnnen.
Weiterhin sind sie in grol3en Mengen verfugbar, unabhangig von Blutspenden. Es
besteht auch nicht das Problem der Haltbarkeit wie bei herkdmmlichen
Blutbestandteilen. HBOC-201 ist bei einer Temperatur von 2-30°C stabil und
mehr als zwei Jahre haltbar. Prinzipiell besteht auch nicht das Risiko einer Virus-
oder Bakterienlbertragung, das bei der Transfusion anderer Blutbestandteile
immer wieder zur Verunsicherung der Patienten und Arzte fuhrt. Mdgliche
Indikationen fur die Transfusion von Hamoglobinldsungen, die zur Zeit weiterer

Forschung unterliegen, beinhalten den hamorrhagischen Schock, Traumata,
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perioperative Blutverluste, die augmentierte akute normovolame Hamodilution (A-
ANH), die Sepsis, den septischen Schock sowie den Myokardinfarkt, den
Schlaganfall, den Herzstillstand, die Organtransplantation und

Tumorerkrankungen.

Trauma, Hamorrhagischer Schock, perioperativer Blutverlust und A-ANH

Neben den bereits erwahnten Vorzigen der Hamoglobinlésungen ist ihre Zufuhr
mit hamodynamischen Veranderungen verbunden, die bei der initialen
Notfalltherapie einer akuten Blutung und Trauma vorteilhaft sein kénnen.
Naturlich werden Blutersatzstoffe nicht das gesamte zirkulierende Blutvolumen
ersetzen konnen. Sie sollen vielmehr als Brucke dienen, bis Bluttransfusionen
maoglich sind oder die Transfusion von Blut vermeiden, wenn der Blutverlust
Uberschaubar ist. Wahrend perioperativer Blutverluste kénnen
Hamoglobinlésungen wertvoll sein, wenn die Sauerstofftransportkapazitat des
Patienten erhoht werden soll und kalkulierbare chirurgische Blutungen
kompensiert werden sollen. In diesem Zusammenhang muss man auch die A-
ANH (augmentierte akute normovolame Hamodilution) in Betracht ziehen. Das
Konzept der A-ANH umfasst drei Phasen: die praoperative erweiterte ANH, der
intraoperative Einsatz eines kiunstlichen Sauerstofftrdgers und die postoperative
Rucktransfusion des Eigenblutes. Normovolamie wird in allen Phasen aufrecht
erhalten. Die praoperative Eigenblutspende liefert einen Erythrozytenvorrat, der
zu einem spateren Zeitpunkt bei vorhandenen Transfusionstriggern oder zur
postoperativen Retransfusion gebraucht werden kann.

Der Patient verliert nach der ANH wahrend der Operation verdinntes Blut und
somit weniger Erythrozyten und Hamoglobin. Da Normovolamie gewahrleistet
werden muss, kommt es zu einem weiteren Abfall der Hamoglobinkonzentration.
Um wegen der sinkenden Hamoglobinwerte das Risiko einer unzureichenden
Sauerstoffversorgung zu verhindern, werden intraoperativ  kinstliche
Sauerstofftrager eingesetzt. So kann eine erythrozytare Hamoglobinkonzentration
von 5,5 +1 g/dl toleriert werden, ohne den Patienten zu gefahrden. Bei gréf3eren
intraoperativen Blutverlusten kann der Hamoglobinspiegel weiter absinken, was
dann zur Rucktransfusion des Eigenblutes fuihrt. Postoperativ kann der Patient
dann mit seinem Eigenblut soweit auftransfundiert werden, bis ein minimal

bendtigter Hamoglobinspiegel erreicht ist. Durch diese Verfahren koénnen
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Fremdbluttransfusionen reduziert oder ganz vermieden werden, da praoperativ
groRere Mengen an Eigenblut entnommen werden konnen, ohne die Risiken
einer akuten Anamie in Kauf zu nehmen [154].

Das hier dargestellte Versuchsmodell ist weitgehend mit den ersten zwei Phasen
der normovolamen Hamodilution konform. Die Ergebnisse unsere Studie geben
deshalb Grundlage zu der Aussage, dass HBOC-201 sicher in dieser klinischen
Situation eingesetzt werden kann, und eine Organhypoxie bei erweiterter
isovolamer Hamodilution vermieden werden kann. Die Applikation von HBOC-201
fuhrte zu einer Steigerung der Oxygenierung zentraler und peripherer Gewebe,
sodass eine Sauerstoffmangelversorgung und ischamische Schaden innerer
Organe durch ausgedehnte Hamodilution durch den Einsatz von HBOC-201

unwahrscheinlich werden.
Sepsis und septischer Schock

Mit ihrer hohen Sauerstofftransportfahigkeit, inren rheologischen Eigenschaften
und ihrer leichten Rechtsverschiebung der Sauerstoffbindungskurve verglichen
mit menschlichem Blut, vermdgen zellfreie Hamoglobinlésungen die
Geweboxygenierung und Sauerstoffextraktion bei Sepsis zu erhéhen. Wahrend
des septischen Schocks kommt es durch ausgepragte Veranderungen der
Mikrozirkulation, verursacht durch eine vermehrte NO Produktion, zu einer
dramatisch instabilen Kreislaufsituation mit Tachykardie, Hypotension und einer
Beeintrachtigung der Sauerstoffversorgung des Organismus. Zellfreies
Hamoglobin bindet NO und kann so den Blutdruck erh6éhen und die
Gewebeoxygenierung verbessern. Erste klinische Studien an septischen
Patienten zeigten einen positiven Effekt auf die hamodynamische Stabilitdt und
einen verbesserten pH-Wert des Magens nach Zufuhr von Hamoglobinlésungen
[123,124].

Schlaganfall und Myokardinfarkt

Hamoglobinlésungen kénnen bei der Behandlung von regionalen ischamischen
Ereignissen vorteilhaft sein. Verbesserte zerebrale und myokardiale Perfusion
wurden in  verschiedenen Studien beschrieben [13,21,27]. Wahrend

diagnostischen oder therapeutischen Eingriffen an den Koronarien
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(Koronarangiographie und Ballondilatation) koénnten Hamoglobinlésung zur
Vermeidung von Ischamien eingesetzt werden. McKenzie et al. [106] zeigten,
dass die Infusion von Diaspirin-vernetztem Hamoglobin durch den
Angioplastikkatheter wahrend Ballonokklusion die kardiale Funktion verbesserte
und die ST-Strecken Senkung geringer ausfiel. Cole et al. [32] demonstrierten in
einem experimentellen Modell der fokalen zerebralen Ischamie an Ratten, dass
Hamodilution mit einer Hamoglobinlésung effektiver den ischamischen Schaden

reduzieren konnte als Albumin.

Herzstillstand

Hamoglobinlésungen konnten das Outcome nach Herzstllstand und
kardiopulmonaler Reanimation verbessern, da sie den koronaren Perfusionsdruck

erhdéhen und die myokardiale Oxygenierung steigern [27].

Organtransplantation

Die verbesserte Organperfusion konnte Hamoglobinlésungen zu wertvollen
Substanzen fur die Organpreservation bei Transplantationsorganen machen. In
einem Lebertransplantationsmodell an Ratten konnte demonstriert werden, dass
die Supplementierung der Konservierungslésung mit Hamoglobinlésungen die
Lebensfahigkeit des Spenderorgans verbessern konnte [164]. Auch in einem
Herztransplantationsmodel an der Ratte wurde eine Hamoglobinlésung
erfolgreich als Spullésung zur Organpreservation eingesetzt [121].

Ein kompletter Blutaustausch mit Hamoglobinlésungen koénnte sinnvoll zur
Entfernung von Xenograft Antikdrpern vor einer Xenotransplantation sein
[98,115].

Tumorbehandlung

Durch Limitierung der Tumorhypoxie bzw. —anoxie kdnnten Hamoglobinlésungen
die Effektivitat der Chemotherapeutika oder der Bestrahlungstherapie erhéhen,
da diese von der Konzentration des im Gewebe vorhandenen Sauerstoffes
abhangig ist [97,166].
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5. Zusammenfassung

In der vorliegenden prospektiven randomisierten tierexperimentellen  Studie
wurden die Effekte von HBOC-201 auf die Hamodynamik sowie die periphere und
zentrale Gewebeoxygenierung unter isovolamer Hamodilution im Vergleich zu
Hydroxyéathylstarke untersucht.

18 Foxhounds wurden in diesen Versuch eingeschlossen. Zunéchst wurden die
Tiere narkotisiert und chirurgisch prapariert. Die Anasthesie wurde als totale
intravendse Anasthesie mit Midazolam, Fentanyl und Rocuronium aufrecht
erhalten. Die Tiere wurden kontrolliert normoventiliert (FiO2:0,3) und mit
Kathetern zur Bestimmung der Hamodynamik und Blutgase instrumentiert. Nach
einer Ruhephase von 45 min erfolgte die Messung der Ausgangswerte. Die
Messung des Sauerstoffpartialdruckes des Skelettmuskels erfolgte im M.
quadrizeps femoris lateralis mit der Feinnadelelektrode nach Fleckenstein. In der
Leber wurde die Bestimmung der Gewebeoxygenierung mit einer flexiblen

polarographischen Messsonde durchgefihrt.

AnschlieBend wurden die Hunde randomisiert und in drei Gruppen eingeteilt.
Tiere der ersten Gruppe (Ringer-Gruppe) dienten als Kontrollgruppe und erhielten
Uber den Versuchszeitraum lediglich eine Ringerinfusion, ohne hamodiluiert zu
werden. Ein 2., 3. und 4. Messpunkt wurde nach jeweils 20, 40 und 100 min
durchgefthrt. In der zweiten Gruppe (HES-Gruppe) wurde im Anschluss an die
Messung der  Ausgangswerte eine isovolame  Hamodilution  mit
Hydroxyathylstarke durchgefuhrt bis der Hamatokrit 25% betrug. Ein zweiter
Messpunkt wurde nach Beendigung der Hamodilution durchgefiihrt, sowie ein 3.
und 4. Messpunkt jeweils nach 40 und 100 min. Bei den Tieren der dritten
Gruppe (HBOC-201-Gruppe) wurde wie in der HES-Gruppe eine isovolame
Hamodilution durchgefiihrt. Allerdings erhielten diese Tiere Ringerldsung als
Volumenersatz. Nach der Hamodilution wurde der zweite Messpunkt
durchgefuhrt. AnschlieRend wurde diesen Tieren 0,6g/kg HBOC-201 appliziert
und der 3. Messpunkt durchgefuihrt. Nach 100 min wurden die Werte des 4.
Messpunktes aufgenommen. In allen drei Gruppen wurde die Infusionsmenge
von Ringerlésung oder Hydroxyathylstarke so gewahlt, dass der

pulmonalkapillare Verschlussdruck als Mal3 fir Isovolamie konstant blieben.
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Waéhrend der Hamodilution konnte in beiden Untersuchungsgruppen Isovolamie
bewahrt werden. Nach Applikation von HBOC-201 kam es zu einem Anstieg der
pulmonalen und systemischen GefaRwiderstande. Herzindex, Schlagvolumen
und Herzzeitvolumen stiegen unter Hamodilution mit Hydroxyathylstarke an.
Nach Hamodilution stiegen die Sauerstoffpartialdriicke im Skelettmuskel und in
der Leber gleichermal3en an. Eine weitere Steigerung der Gewebeoxygenierung
konnte durch HBOC-201-Infusion erzielt werden. Die Sauerstoffpartialdriicke, die
nach Hydroxyathylstarkebehandlung erzielt wurden, waren niedriger als in der
HBOC-201-Gruppe. Nach HBOC-201 Infusion kam es zu einer hoheren

Sauerstoffextraktionsrate im Gewebe als nach Infusion von Hydroxyathylstarke.

Es konnte gezeigt werden, dass die Tiere unter isovolamer Hamodilution mit
Hydroxyéathylstarke und HBOC-201 hamodynamisch stabil waren. Nach
zusatzlicher Infusion von 0,6g/kg HBOC-201 kam es zu einer erhdhten
Sauerstoffextraktion, was in hoéheren Sauerstoffpartialdricken im Gewebe

zentraler (Leber) und peripherer Organe (Skelettmuskel) resultierte.
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