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1. Studienziele

1.1. Validierung der ,,in-situ“-Nick-Translation

Es soll gezeigt werden, dass der quantifizierende Nachweis von DNA-
Einzelstrangbriichen durch Autoradiographie nach ,,in-situ*“-Nick-Translation eine
eindeutige Differenzierung der Tiere der Positiv-Kontrollgruppe und der

unbehandelten Kontrollgruppe (,,Sham control*) gewéhrleistet.

1.2. DNA-Einzelstrangbriche

Die Auswirkungen der prophylaktischen oder therapeutischen Anwendung der
zellfreien Himoglobinlésung HBOC-200 im Kleintiermodell auf die Rate an DNA-
Einzelstrangbriichen im linken Ventrikel sollen im quantitativen Nachweis mittels
»in-situ“-Nick-Translation nach akuter Ischdmie und Reperfusion untersucht

werden.

1.3.  Apoptose
Der qualitative Nachweis fiir das Auftreten von Apoptose in den Kardiomyozyten
nach akuter Ischdmie und Reperfusion soll fiir das vorliegende Kleintiermodell

mittels DNA-Laddering erbracht werden.

1.4. DNA-Doppelstrangbrtiche

Die Auswirkungen der prophylaktischen oder therapeutischen Anwendung der
zellfreien Himoglobinlésung HBOC-200 im Kleintiermodell auf die Rate an DNA-
Doppelstrangbriichen im linken Ventrikel sollen im Nachweis mittels TUNEL-

Reaktion nach akuter Ischimie und Reperfusion quantitativ untersucht werden.



2. Einleitung

2.1. Ansatz

Anfang des 16. Jahrhunderts lag ein élterer Mann in Florenz im Sterben. Er fiihle
sich nur etwas schwach, sagte er noch zu dem Mann an seinem Bett, bevor er
aufhorte zu atmen und ganz leise verstarb. Fasziniert von dem ,,stiBen Tod* fiihrte
der junge Wissenschaftler eine Obduktion durch, um die Ursache zu ergriinden. In
seinem Bericht heift es: ,,Die Blutgefale am Herzen des Alten waren verédndert wie
Krampfadern. Auch im {ibrigen Korper waren die Adern knotig verdickt, oft in
Kurven gelegt wie Wiesenbédche, an manchen Stellen regelrecht verknochert.” Er
schlussfolgerte, dass der Tod durch ,,das Versagen des Blutes und der Arterie
eintrat, die das Herz .... versorgt.“ (ZEITPunkte, Nr.7/99, S.16; Die Erfindungen
von Leonardo da Vinci, Charles Gibbs-Smith, Stuttgart, 1998)

Leonardo da Vinci war der Name dieses jungen Mannes, und seine Ausfithrungen
und Zeichnungen (Abbildung 2.1) stellen eine der ersten Beschreibungen der
Arterio-/ Atherosklerose dar. Fast ein halbes Jahrtausend spiter denkt bei verengten
Gefillen niemand mehr an einen ,,siiBen Tod*. Heute wird hiermit der gefiirchtete
Herzinfarkt assoziiert. Herz-Kreislauferkrankungen fithren mittlerweile die
Todesursachenstatistik in vielen sogenannten zivilisierten Landern der Welt an.

Auf dem Fachgebiet der Anésthesiologie stellen Myokardischdmien eine
wesentliche perioperative Komplikation dar. Zum einen gehen sie mit einer akuten
Lebensbedrohung einher, zum anderen ist ihr Auftreten bei ca. 5 Millionen
Menschen im Jahr keineswegs selten. Klinisch manifestieren sich perioperative
Myokardischdmien als Rhythmusstérungen, Angina pectoris oder im schwersten
Fall als Myokardinfarkt mit hoher Letalitdt; und das keineswegs nur im Rahmen
herzchirurgischer Eingriffe [9;20;90;102]. Das Risiko dieser Patienten kdnnte
moglicherweise durch die prophylaktische oder therapeutische Gabe einer
Hamoglobinlosung gesenkt werden. Héadmoglobinlosungen sind plasmatische
Sauerstofftrager, die eine Verbesserung der O,-Versorgung des Myokards bei
Perfusionsstorungen gewdhrleisten. Diese Wirkung legt eine potentielle

Verminderung von Ischdmie- und Reperfusionsschiden nahe.



Abbildung 2.1 Das Herz-Kreislaufsystem (a) bzw. das Herz (b)
in Zeichnungen von Leonardo da Vinci

b

Quelle: Kunst und Medizin, Anton Neumayr, Wien 1996

2.2.  DNA : Aufbau und Schaden

Die Struktur der DNA (deoxyribonukleic acid), dem Triger der genetischen
Information, wurde 1953 von J.Watson und F.Crick anhand von Rontgen-
strukturanalysen entschliisselt, wofiir ihnen 1962 der Nobelpreis verliechen wurde.
Es handelt sich um einen Doppelstrang bestehend aus zwei Polynukleotidketten
entgegengesetzter Polaritidt, die durch komplementire Basenpaarung iiber
Wasserstoftbriicken die Konformation einer Doppelhelix annehmen. Die
Reihenfolge der einzelnen Nukleotide, die iiber 3,5 -Phosphodiesterbindungen
verkniipft sind, kodiert die genetische Information. Ein Nukleotid besteht aus
einem Zucker (Desoxyribose), einem Phosphatrest sowie jeweils einer der
organischen Basen Adenin und Guanin (Purine) bzw. Cytosin und Thymin
(Pyrimidine), durch die sich die einzelnen Nukleotide unterscheiden. Drei solcher
Nukleotide bilden ein Basentriplett, welches fiir eine der zwanzig Aminosiuren
steht. Die Reihenfolge der Aminosduren bestimmt wiederum die Art des

synthetisierten Proteins.

Im Rahmen von endo- oder exogenen Noxen, aber auch physiologischen
Prozessen, kann es zur Schiadigung der DNA in lebenden Zellen kommen [105].
Diese kann in Form von Einzel- und Doppelstrangbriichen auftreten. DNA-
Einzelstrangbriiche treten einerseits auch unter physiologischen Bedingungen

jeden Tag tausendfach pro Zelle auf [27]. Andererseits ist ihre Rate bereits sehr



schnell nach Einwirken einer Noxe (z.B. einer Ischdmie) deutlich erhoht [18;71].
DNA-ESB reprisentieren nekrotische Zellkerne, wie auch Zellkerne deren DNA
im weiteren Verlauf, z.B. im Rahmen einer Reperfusion, bei wieder zur
Verfligung stehender Energie und Sauerstoff durch Reparaturvorginge eine
vollstindige ,restitutio ad integrum® erfahren. Ursachen fiir DNA-
Einzelstrangbriiche sind sowohl Reaktionen mit Sauerstoffradikalen [104],
genotoxische Substanzen, die Desintegration defekter Zuckermolekiile als auch
das Entfernen defekter Basen [15]. Da ein Strang und damit die genetische
Information noch erhalten ist, kann dieser als Matritze fiir DNA-Polymerasen
dienen [83]. Somit sind diese Schiden in der liberwiegenden Anzahl der Fille
reversibel [71] und kdnnen mittels Exzisionsreparatur (,,BER*: base excision
repair; [114]) behoben werden, ohne dass daraus Folgen fiir die Zelle entstehen.
Kommt es dagegen zur Replikation dieser DNA-Bereiche oder war die
einwirkende Noxe zu stark, entstehen mit DNA-Doppelstrangbriichen wesentlich
groBere Schiden [88], die als irreparabel gelten [83]. Zwar besteht auch hier durch
den erheblich komplexeren Vorgang der homologen Rekombination [114] noch
die theoretische Mdglichkeit der Reparatur, es entstehen jedoch schwere Folgen
fiir die Zelle, die mit groer Wahrscheinlichkeit zum Zelltod fithren. Mal3geblich
fiir Uberleben oder Zelltod sind die Anzahl der DNA-Einzelstrangbriiche und das
Verhéltnis der DNA-Einzel- zu den DNA-Doppelstrangbriichen [171]. Allerdings
ist nicht jede Verdnderung der DNA automatisch schéddlich. Gro3e Abschnitte
stellen nicht-kodierende Sequenzen, sogenannte Introns, dar. Ein Schaden in
einem dieser Bereiche zieht keine negativen Folgen fiir die Zelle bzw. den

Organismus nach sich.

In der vorliegenden Studie wurde das AusmaBl der Ischdmie- und
Reperfusionsschdden anhand von DNA-Einzel- und Doppelstrangbriichen in
Myokardzellen quantifiziert, um friihzeitige, nicht-letale Zellschidigungen noch

vor dem Auftreten von histologischen Verdnderungen nachzuweisen [18;141].



2.3. Zelltod : Apoptose und Nekrose

Der Zelltod kann auf zwei verschiedene Arten ablaufen. DNA-
Doppelstrangbriiche treten sowohl im Rahmen der Nekrose als auch des
programmierten Zelltodes, der Apoptose, auf [48;130]. Die sowohl bei
pathologischen Prozessen als auch physiologisch z.B. im Rahmen von
Umbauprozessen, der Embryonalentwicklung oder der Immuntoleranz [48]
vorkommende Apoptose stellt einen hochspezifischen, energieabhéngigen
Vorgang mit einer determinierten Aktivierung von Caspase- Kaskaden dar. Dieser
Prozef3 verlduft sehr schnell und ist deshalb im gesunden Gewebe nur geringfiigig
nachweisbar [141]. Caspasen (cysteinyl aspartate specific proteins) sind
Proteasen, die in ihrem Zentrum Cystein enthalten und Proteine nach der
Aminosdure Aspartat aufspalten. Sie liegen bereits als inaktive Proenzyme,
welche durch autokatalytische oder proteolytische Prozesse aktiviert werden, in
der Zelle vor [54;141]. Beim Menschen sind bisher vierzehn verschiedene
Caspasen bekannt, die in Signalkaskaden angeordnet sind [121]. Extrazelluldre
Signale, Bindung von Liganden wie Apo, Fas oder TNF, leiten die Aktivierung
eines membranstdndigen Rezeptors ein, der iiber einen Komplex (Apoptosom) zur
Aktivierung der Initiator-Caspasen-8 und -10 fiihrt (extrinsischer/Typ-I-Weg). Die
intrinsische Regulation (Typ-II) erfolgt hauptsidchlich durch mitochondriale
Proteine wie Cytochrom C. Nach Freisetzung ins Cytoplasma bildet es zusammen
mit Apaf-1 (apoptotic protease activating factor), der Pro-Caspase-9 und dATP
das Apoptosom. Die Caspase-9 wird aktiviert und aktiviert wiederum die Pro-
Caspasen-3,-6 und -7. Der dritte mogliche Signalweg wird durch Stress ausgelost.
Das aus dem endoplasmatischen Retikulum freigesetzte Calcium aktiviert hierbei
die Caspase-12 [48;141]. Letztendlich fiihren alle Induktionsvarianten zur
Spaltung der DNA (DNA-Degradation) durch Caspase-aktivierte-DNAsen in
Fragmente genau definierter GroBe (180-200 Basenpaare) [54], die in der
Gelelektrophorese mit ihren Vielfachen eine typische ,,DNA-Leiter* hervorrufen.
Dieser Sachverhalt beruht auf der ,,Verpackung“ der DNA in Form von
Nukleosomen. Hierbei ist der DNA-Faden in 1%4Windungen um einen Kern aus
basischen Proteinen (Histonen) gewickelt und in diesem Bereich vor dem Abbau
geschiitzt. Die Spaltung erfolgt deshalb nur in den Zwischenbereichen mit
Bruchstiicken von 180-200 Basenpaaren. Im weiteren Verlauf der Apoptose

schrumpft die Zelle (,,Schrumpfnekrose”) wund zerfdllt schlieBlich in



membranumschlossene Vesikel, die Apoptose-Korperchen (apoptotic bodies),
wodurch eine Entziindungsreaktion ausbleibt. Die Morphologie der Zellorganellen
bleibt dabei im Normalfall zunichst erhalten. Allerdings kommt es im Nukleus zu
einer charakteristischen Kondensation des Chromatins mit bestimmten
heterochromatischen Bereichen [183]. Abbildung 2.2 zeigt mikroskopische

Aufnahmen apoptotischer Zellen.

Dagegen ist Nekrose immer ein pathologischer Prozess, der energieunabhingig
ablduft und mit einer deutlichen Entziindungsreaktion einhergeht [174]. Sie tritt
nach physikalischen, chemischen, mikrobiellen oder hypoxischen Noxen auf
[175], die die Kompensationsfdhigkeit der Zelle iibersteigen. Unabhéngig von der
Art der auslosenden Noxe kommt es zu einer erhohten Permeabilitit der
Zellmembran und dadurch bedingt zu einem Wassereinstrom mit konsekutiver
Schwellung der Zelle und ihrer Organellen bis die Plasmamembran schlieBlich
aufbricht. Die dabei frei werdenden Zellinhalte I0sen die begleitende
Entziindungsreaktion aus. In der Gelelektrophorese zeigt sich aufgrund der

zufilligen Zersetzung der DNA eine kontinuierliche DNA-Spur, ein ,,Smear*.

Trotz dieser zahlreichen Unterschiede sind die beiden Formen des Zelltodes
keinesfalls immer strikt voneinander zu trennen. Einige Stimuli kdnnen sowohl
Apoptose als auch Nekrose nach sich ziehen [57]. In diesen Fillen ist die Art des
Zelluntergangs abhdngig von Zeit, Lokalisation oder Schwere des urséchlichen
Stimulus [57]. Auch der sekundire Ubergang primir apoptotischer Zellen in
Nekrose [141] ist ebenso wie das parallele Auftreten von Apoptose und Nekrose
in einem Gewebe [171] nachgewiesen worden. Letzteres tritt im Rahmen von

Ischidmie, Reperfusion und Myokardinfarkt auf [59;122].



Abbildung 2.2 Mikroskopische Aufnahmen von Zellen wiahrend der
Ausfihrung der Apoptose

a) Lichtmikroskopische Aufnahme von humanen Tumorzellen (B-Zell-Lymphom) nach
Induktion der Apoptose durch Exposition mit einem Antikorper gegen den CD95-
Rezeptor; hellblau floureszierend sind die Zellkerne (obere Zelle) bzw. —fragmente
(untere Zelle) dargestellt.

b) Elektronenmikroskopische Aufnahme von zwei isolierten Leberzellen nach Induktion
der Apoptose durch einen Kilteschock; die untere Zelle ist deutlich fragmentiert.

¢) Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme einer humanen Pankreastumorzelle nach
Induktion der Apoptose durch Stoffwechselgifte; deutlich sind die zahlreichen
Ausstiilpungen der Plasmamembran zu erkennen.

Quelle: www.ruhr-uni-bochum.de/anat1/Forschungsschwerpunkte/Forschung_Apoptose.htm

2.4. Eigenschaften und Modifikationen von Hamoglobinlésungen
Hamoglobinlosungen (HBOC: Hemoglobin based oxygen carrier) sind schon seit
Anfang des letzten Jahrhunderts Gegenstand intensiver Forschung. Bereits 1916
sind erste klinische Studien an Freiwilligen und bei anidmischen Patienten von
Sellards und Minot beschrieben worden [147]. Der urspriingliche Ansatz bestand
damals in der Herstellung eines Blutersatzstoffes, der bei schwerer Andmie oder
akuten traumatischen oder operativen Blutverlusten unter Umgehung der mit der
Bluttransfusion einhergehenden Risiken (Blutgruppeninkompatibilitit,
Infektionsiibertragung ) Leben retten sollte.

Es traten jedoch schwerwiegende Nebenwirkungen wie beispielsweise eine
Aktivierung der intravasalen Gerinnung [108] oder Fieber und Nierenversagen [43]
auf, so dass noch 1978 Kklinische Studien aufgrund der erheblichen
hdmodynamischen und renalen Komplikationen nicht vertretbar waren [142]. Die
Ursache lag iiberwiegend in Verunreinigungen durch Zellmembranriickstinde, wie
z.B. Phospholipide [32;126]. Diese und damit die renale Toxizitdt konnten mit
Einfiihrung der Ultrapurifikation (Abbildung 2.3) beseitigt werden.
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Abbildung 2.3 Ubersicht tiber den Separations- und Purifikationsprozess von
modernen zellfreien Hiamoglobinlésungen (HBOC).

Erythrozyten

Hyposmose

Hamolytische Suspension

Separation/
Ultrafiltration

,Stroma-freies” Hadmoglobin

Chromatographie
Prézipitation
Pasteurisierung

@@ (= (=
@) || (=

Ultra-gereinigtes Ha&moglobin-Tetramer
(Frei von Endotoxinen, Phospholipiden, Proteinen
und pathogenen Viren und Prionen)

Chemische Modifikation

(am
(=

HBOC

Quelle: [157]

Eine noch heute bestechende Nebenwirkung der Hadmoglobinlosungen ist der
hypertensive Effekt. Der zugrunde liegende Pathomechanismus besteht mit groBBer
Wahrscheinlichkeit in der Bindung und der damit verbundenen Inaktivierung von
NO bzw. EDRF (,,endothelium derived relaxing factor”) an das plasmatische
Hamoglobin (,,NO-Scavenging) [145]. Durch den Wegfall dieses Vasodilatators
kommt es zur Vasokonstriktion. Auch eine verstirkte Sensibilisierung von
Adrenozeptoren sowie eine erhohte Endothelinfreisetzung unter HBOC-
Anwendung [49; 50] kdnnten zu einer Blutdrucksteigerung beitragen. Die erhohte
Methdmoglobin-Bildung stellt dagegen nur bei Applikation sehr grofer Mengen
und der daraus resultierenden Uberladung des Makrozyten-Phagozyten Systems
(MPS) eine nennenswerte unerwiinschte Wirkung dar [156]. Sie beruht auf dem
Fehlen von Reduktionsenzymen, wie z.B. der Methdmoglobinreduktase, in den

zellfreien Himoglobinlésungen.
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Zusitzlich zu diesen Nebenwirkungen gab es weitere Eigenschaften, die die
Verwendung der Himoglobinlosungen stark einschrinkten: eine hohe
Sauerstoffaffinitit, die kurze intravasale Halbwertszeit und der durch die grofle
Molekiilanzahl verursachte hohe kolloidosmotische Druck (KOD). Durch
unterschiedliche chemische Modifikationen, wie z.B. Polymerisation (siche
Abbildung 2.4), wurde unter anderem ein hoheres Molekulargewicht bei
gleichzeitig verminderter Molekiilanzahl erreicht und somit sowohl die intravasale

Halbwertszeit verldngert als auch der KOD gesenkt. Von den derartig

modifizierten Priparaten, u.a. Oxyglobin™ oder Hemopure ™ , befinden sich zur
Zeit bereits mehrere in klinischen Phase-1I/III-Studien. HBOC-201 wurde bereits
zur Behandlung der perioperativen Anémie bei erwachsenen Patienten in Siidafrika
zugelassen, nachdem dessen Effektivitdt und Vertriglichkeit in der Therapie der
intra- und postoperativen Andmie in klinischen Studien belegt worden war
[89;158;165].

Abbildung 2.4 Schematische Darstellung der Modifikationen von
Hé&amoglobinmolekiilen zur Verminderung toxischer Nebenwirkungen sowie
zur Verlingerung der intravasalen Halbwertszeit (HWZ). Das in dieser
Studie verwendete HBOC-200 wurde durch intermolekulares Glutaraldehyd
Cross-Linking modifiziert.
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2.5. Myokardinfarkt und alternative Sauerstofftrager

Eine Diskrepanz zwischen dem Sauerstoffbedarf des Herzens und dem
Sauerstoffangebot fiihrt zur Ischdmie des Myokards und letztendlich zur
Koagulationsnekrose der Kardiomyozyten, dem Myokardinfarkt. Ursdchlich liegt
im iberwiegenden Anteil der Félle ein thrombotischer VerschluB3 eines
Koronargefdfles zugrunde [64].

Die in diesem Projekt angestrebte Reduktion der Ischdmie- und
Reperfusionsschdden am Herzmuskel konnte fiir Perfluorocarbone (PFC), einen
anderen Sauerstofftriger, bereits in mehreren Studien nachgewiesen werden
[5;37;38;39;40;81]. Aufgrund dessen erfolgte in den USA die Zulassung fiir PFC
zur intrakoronararteriellen Applikation bei der percutanen transluminalen coronaren
Angioplastie (PTCA). Ein Vorteil von HBOC gegeniiber PFC-Losungen ist die
Wirksamkeit unter Atmung von Raumluft (21%0,), wiahrend bei Perfluorocarbonen
eine inspiratorisch erhohte O,-Konzentration von 50-100% vorhanden sein muss,
um geniigend Sauerstoff physikalisch zu 16sen [81]. Des weiteren ist die wirksame
Dosis von HBOC mit 0,4 g kg™, entsprechend 200-250 ml auf einen Menschen
ibertragen, relativ gering.

Wurde in den PFC-Studien lediglich eine therapeutische Applikation nach dem
Ischdmie erzeugenden Ereignis untersucht, so stellt die prophylaktische
Anwendung, wie sie beispielsweise im Rahmen der perioperativen Risikoreduktion
neben der verbreiteten p-Adrenozeptoren-Blockade [103;124;179] eingesetzt
werden konnte, einen vollkommen neuen Ansatz dar, um das Risiko von
Myokardischdmien und deren Konsequenzen (Myokardinfarkt, maligne
Rhythmusstérungen) zu senken. Hierbei wiirden sich beide Methoden ergédnzen.
Wihrend B-Blocker die Herzarbeit 6konomisieren, erhéhen die HBOC aufgrund
ithrer geringeren Sauerstoffaffinitit und der im Vergleich zum Erytrozyten winzigen
PartikelgroBe auch in poststenotischen Arealen das Sauerstoffangebot [60]. Da die
tiberwiegende Anzahl der Operationen elektiv geplant sind und somit der Zeitraum
eines erhohten Risikos fiir derartige Komplikationen vorher bekannt ist, erscheint
eine temporire Prophylaxe durchaus sinnvoll.

Die prognostische Bedeutung perioperativer Myokardischdmien wird in zahlreichen
klinischen Untersuchungen bestitigt [35;90;102]. Dabei zeigt sich in einer Studie
von Mangano et al. unter anderem, dass bei 20% der Patienten mit nachgewiesener

koronarer Herzerkrankung bzw. mit Risikofaktoren fiir eine koronare
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Herzerkrankung Myokardischdmien prédoperativ, bei 25% intraoperativ und bei
41% postoperativ auftraten. Mit dem postoperativen Auftreten von Ischdmien war
auflerdem eine Erhohung der Komplikationsrate (Angina pectoris, Myokardinfarkt
oder akuter Herztod) um das Neunfache verbunden [102]. Nicht nur die Haufigkeit
sondern auch die Schwere der auftretenden Ischdmien sind am Ende des operativen
Eingriffs bzw. wéhrend der Ausleitung der Narkose am ausgeprégtesten [9]. Der
Reduktion gerade dieser ischdmischen Ereignisse durch eine prophylaktische

HBOC-Applikation konnte eine erhebliche klinische Relevanz zukommen.

2.6.  Studien mit HBOC-200/HBOC-201

Die Bedenken im Hinblick auf die Vertriglichkeit von Himoglobinlésungen (sieche
2.3) konnten beziiglich HBOC-200 und HBOC-201 (Hemopure™, Oxyglobin™,
Biopure, Cambridge, MA, USA; Details siche Kapitel 3.3.3) mittlerweile sowohl in
Versuchen am Tier [61;99;160;163;164] als auch am Menschen [10;158;165]
erheblich verringert werden. Weder in Tierversuchen mit kompletten Blutaustausch
durch eine ultragereinigte bovine Hadmoglobinlosung [99;163], noch im Rahmen
klinischer Studien bei Patienten, die sich einer Leberteilresektion unterzogen [158],
konnten nephrotoxische Effekte oder Gerinnungsstdrungen durch diese Substanz
nachgewiesen werden. Auch eine klinisch relevante Methdmoglobinbildung konnte
in dieser wie auch in einer nachfolgenden internationalen Phase-III-Studie selbst bei
Anwendung von bis zu 7 Einheiten (2 250 ml HBOC-201) ausgeschlossen werden.
Bestdtigt hat sich dagegen eine Erhoéhung des mittleren arteriellen Druckes.
Wihrend der pulmonal-vaskuldre Widerstand weitgehend unverdndert blieb, zeigte
sich ein um etwa 20% gesteigerter systemischer GefaBwiderstand nach HBOC-201
Applikation [165].

Die positiven Effekte der HBOC-Losungen auf die Gewebeoxygenierung wurden
in zahlreichen Modellen mit unterschiedlichen Ansdtzen am Hund verifiziert
[61;62;63;159;160;164]. Nach 95%iger Stenosierung der A. poplitea waren die
Gewebe-O,-Partialdriicke (tPO,) im poststenotischen Skelettmuskel sowohl nach
prophylaktischer als auch nach therapeutischer Applikation wesentlich hoher als
in der Kontrollgruppe, die Hydroxyethylstiarke (HES) erhalten hatte [61;62]. Auch
im Rahmen eines nahezu vollstindigen Blutaustausches mit HBOC-201 waren die
tPO,-Werte in dieser Gruppe hoher als in der Gruppe, die HES erhalten hatte, und
insbesondere hoher als bei der Ausgangsmessung [164]. Dabei konnte fiir HBOC-
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201 eine Oxygenierungspotenz von 3:1 im Vergleich zu Warmblut und drei
Wochen alten autologen Erythrozytenkonzentraten (EK) errechnet werden
[159;160]. Besonders extrem niedrige tPO,-Werte wurden durch die Gabe von
HBOC-200 schneller und effektiver beseitigt als durch Erythrozytenkonzentrate
[159]. Weitere positive Wirkungen von HBOC-201 konnten fiir die
prophylaktische Applikation bei Anlage einer 90%igen Stenose des Ramus
interventricularis anterior (LAD) der linken Koronararterie in Kombination mit
einer akuten isovoldmen Andmie von Hb=7+0,5 g dI"" an Hunden gezeigt werden
[6;14;60]: Sowohl die Kontraktilitit als auch die myokardiale Sauerstoffspannung
konnten im ischdmischen Areal aufrechterhalten werden. Zusitzlich waren die
histologischen Gewebeschiden und die DNA-Einzelstrangbruchrate (Nick-
Translations-Technik) im Myokard des Versorgungsgebiets der LAD deutlich
vermindert [162]. Durch die therapeutische Applikation von HBOC-201 wurden
die Werte der myokardialen tPO, und der Kontraktilitit des linken Ventrikels im
poststenotischen Areal bis fast auf die Ausgangswerte angehoben.

Die Effektivitdit von HBOC-200 bestitigte sich auch in Studien am Pankreas im
Rattenmodell. Eine friihe und protrahierte Verabreichung von HBOC-200 nach
medikamenteninduzierter Pankreatitis bewirkte eine signifikante Reduktion von
Nekrosen sowie eine Verbesserung der histologisch verifizierten Organintegritét
und Funktion [167;168]. In einer Studie an Schweinen mit ebenfalls medikamentos
induzierter Pankreatitis wurde zum ersten Mal nachgewiesen, dass die
therapeutische  Applikation mit HBOC-200 in Kombination mit einer
isovoldmischen Hédmodilution die Gewebe-O,-Partialdriicke auf Ausgangsniveau
anheben konnte. Im Gegensatz hierzu war die alleinige Himodilution mit HES oder
Ringer-Losung in dieser Hinsicht nicht erfolgreich [41]. Gleichzeitig zeigten sich
auch hier signifikant geringere histopathologische Verdnderungen, geringere
Anstiege der Pankreasenzyme und eine hohere Uberlebensrate in der mit HBOC-

200 behandelten Gruppe im Vergleich zur Therapie mit Ringerldsung.
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3. Material und Methodik
Anmerkung:

Diese Arbeit ist im Rahmen einer Studie erstellt worden, deren Hauptzielparameter
die Reduktion des Anteils des Infarktareales an der ,,area at risk” im Nachweis
mittels Triphenyl-Tetrazolium-Chlorid (TTC) darstellte. Die folgenden Zielkriterien
waren primdr zur Hypothesengenerierung ohne eigenstindige Power-Analyse
konzipiert. Deshalb beziehen sich einige Parameter (z.B. die Fallzahlberechnung)
auf den Infarktnachweis mittels TTC, auf den hier aber nicht eingegangen werden
soll. Ein weiterer Grund hierfiir ist, dass aufgrund des Pilotcharakters der

vorliegenden Versuchsreihe keine verldsslichen Daten in der Literatur existieren.

3.1. Genehmigung des Tierversuches

Nach veterindrmedizinischer Begutachtung wurde fiir die vorliegende
tierexperimentelle Untersuchung die Genehmigung der BAGS der Freien und
Hansestadt Hamburg erteilt (Antragsnummer 51/00). Die Versuche wurden
entsprechend dem ,,Guide for the Care and Use of Laboratory Animals” von 1996
des National Research Council, Institute of Laboratory Animal Resources,

Comission on Life Science, durchgefiihrt [111].

3.2.  Fallzahlkalkulation und Statistik

Grundlage fiir die Fallzahlkalkulation war als Hauptzielkriterium der Gesamtstudie
(siche Anmerkung unter 3) das Infarktareal als Anteil an der ,,area at risk® im
Nachweis mittels Farbung mit Triphenyl-Tetrazolium-Chlorid nach ,,in-vivo*-
Injektion von Patentblau. Die computergestiitzte Bestimmung (Instat, Graphpad
Corp, CA, USA) bezogen auf den Hauptzielparameter (a-Fehler: 5%, B-Fehler
20%, Power: 0,8) ergab unter der Annahme einer Reduktion dieses Anteils um 25%
in einer der Behandlungsgruppen eine Anzahl von 10 Tieren pro Gruppe, die den
Versuch komplett durchlaufen miissen. Aus ethischen Griinden sollte der Bedarf an
Versuchstieren mdglichst gering gehalten werden, weshalb eine blockweise
Randomisierung von jeweils 8 Tieren und eine Zwischenanalyse nach jeweils 8
Tieren, die den Versuch komplett durchlaufen hatten, durchgefiihrt wurde.
Versuche, in denen die Tiere das geplante Versuchsende nicht erreichten, wurden
bezogen auf die Randomisierungsliste als nicht erfolgt gewertet. Nach Erreichen

eines Signifikanzniveaus von <0,05 fiir den Unterschied zwischen einer der
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Behandlungsgruppen  gegeniiber der Kontrollgruppe bezogen auf den
Hauptzielparameter wurde die Versuchsreihe geplant beendet. In die Auswertung
der Parameter DNA-Einzel- und Doppelstrangbriiche wurden nur Tiere
eingeschlossen, die den Versuch komplett durchlaufen hatten.

Die statistische Auswertung erfolgte computergestiitzt mittels SPSS 9.0.
Kontinuierliche Parameter wurden mittels ANOVA mit o-Korrektur fiir
Messwertwiederholung  (Varianzgleichheit: Bonferroni, Varianzungleichheit:
Dunit-C) verglichen. Fiir die Dichtewerte der Nick-Translation sowie die Anteile
der TUNEL-positiven Zellen und die ,,area at risk* erfolgte der Vergleich mittels
zweiseitigem t-Test flir unverbundene Stichproben. Hierbei diente die Positiv-

Kontroll-Gruppe als Referenz. Ein p<0,05 wurde als signifikant angenommen.

3.3.  Operativer Versuchsablauf

3.3.1.  Versuchsgruppen

Die Versuchstiere wurden in der vorliegenden kardialen Ischdmie- und
Reperfusionsstudie in vier Gruppen eingeteilt: eine Negativ-Kontrollgruppe (1),
eine Positiv-Kontrollgruppe (2), eine Therapie-Gruppe (3) und eine Prophylaxe-
Gruppe (4). In der Negativ-Kontrollgruppe erfolgte eine Narkotisierung inklusive
Instrumentierung der Tiere, aber weder eine Ligatur der linken Koronararterie noch
eine Applikation von HBOC-200. Die Positiv-Kontrollgruppe erhielt ebenfalls kein
HBOC-200, hier wurde aber eine Ischdmie mit anschlieBender Reperfusionsphase
induziert. Die Tiere der Behandlungsgruppen unterschieden sich lediglich in dem

Zeitpunkt der HBOC-Applikation vor bezichungsweise nach Ischdmieinduktion.

3.3.2.  Artund Haltung der Versuchstiere

Bei den Versuchstieren handelte es sich um minnliche Sprague-Dawley-Ratten
(Auszucht), die mittelbar iiber die Versuchstierhaltung des Universitétsklinikums
Hamburg-Eppendorf vom Ziichter Charles River Wiga GmbH (Sulzfeld,
Deutschland) bezogen wurden.

Vor Versuchsbeginn wurden die Tiere mindestens 5 Tage zur Gewdhnung in der
Versuchstierhaltung des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf bei einem 12-
stiindigen Hell-Dunkel-Rhythmus, 20°-22°C Raumtemperatur und 50-60%iger
relativer Luftfeuchtigkeit gehalten. Die Erndhrung bestand aus SNIFF Standarddiét
(Hamburg) und Wasser ad libitum. Der Transport zum Labor erfolgte in einer

gewirmten Transportbox.
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3.3.3. Studienmedikation HBOC-200

Die  Studienmedikation bestand in der zellfreien, ultragereinigten
Hiamoglobinlosung HBOC-200 Oxyglobin™. Oxyglobin™ (Biopure, Cambridge,
MA, USA) ist ein ,.hemoglobin based oxygen carrier (HBOC) boviner Herkunft
mit einem vom Polymerisationsgrad abhéngigen Molekulargewicht von 64.000-
500.000 Dalton und einer intravasalen Halbwertszeit von 16-24 h [156]. Bei Tieren
hat es eine veterindrmedizinische Zulassung als Blutersatz. Der etwas hohere Anteil
von Molekiilen mit niederem MG (<64.000 Dalton) stellt den einzigen Unterschied
zu dem in klinischen Phase-II/III-Studien beim Menschen eingesetzten Hemopure™
des gleichen Herstellers dar, das seit 2001 eine Zulassung als Blutersatz bei
Erwachsenen mit perioperativer Andmie in Siidafrika besitzt.

Obwohl Oxyglobin™, wie zuvor erwdhnt, auf bovinem Hidmoglobin basiert, ist
seine antigene Wirkung sehr begrenzt, da alle Aminosduren, die das bovine vom
humanen Hamoglobin unterscheiden (17 Aminoséduren in der Alpha-Kette und 24
Aminosduren in der Beta-Kette) im Zentrum des Molekiils liegen. Die
Polymerisation der Hadmoglobintetramere mit Hilfe von Glutaraldehyd bewirkt,
dass Ketten aus durchschnittlich 15 Tetrameren entstehen. Ein weiterer Vorteil von
Oxyglobin™ ist der niedrige Anteil von Polymeren mit einer Grof3e iiber 500.000
Da, wodurch die immunsuppressiven Effekte bei der Speicherung im Monozyten-
Phagozyten-System (MPS) relativ gering ausfallen.

Die erleichterte Sauerstoffabgabe im Gewebe im Vergleich zum humanen
Hamoglobin beruht auf zwei Faktoren: Zum einen ist die Sauerstoffaffinitit des
HBOC mit einem Psy von 36 mmHg durch die Anderung des Ladungszustandes
und der damit verbundenen Verschiebung der Sauerstoffbindungskurve nach rechts
wesentlich geringer als beim menschlichen Hiamoglobin mit einem Psy von 26
mmHg. Hierzu trigt die hauptsichliche Regulation der Sauerstoffaffinitit beim
HBOC durch Chlorid anstatt wie beim Menschen durch 2,3-Diphosphoglycerat
(2,3-DPQG) bei. Der Grund fiir diesen Unterschied liegt in der beim Rind um eine
Aminosdure kiirzeren Beta-Kette. Zum anderen ist der Bohr-Effekt bei bovinem
Hamoglobin besonders ausgeprigt, so dass gerade bei azidotischen Verhéltnissen
der Sauerstoff leichter abgegeben werden kann [156].

Infolge des geringen Anteils an Polymeren mit einem Molekulargewicht von
weniger als 32.000 Da, also unterhalb der Nierenschwelle, ist die intravasale

Halbwertszeit gegeniiber fritheren niedermolekularen Losungen verldngert, da

18



nahezu keine renale Ausscheidung erfolgt. Zusitzlich ist dadurch die Anzahl der
osmotisch wirksamen Teilchen begrenzt, was wiederum den kolloidosmotischen
Druck auf einem dem humanen Plasma entsprechenden Niveau hilt.

Wihrend des gesamten Versuches wurde die Losung zur Vermeidung einer
Oxidation der Hémoglobinmolekiile mit konsekutiver Bildung von Met-
Hiamoglobin nach dem ersten Erdffnen unter sterilen Bedingungen in einem mit
Stickstoff gefluteten Vakuumbehiltnis lichtabgeschirmt bei Raumtemperatur
gelagert. Direkt vor Verwendung der Losung am Versuchstier wurde die Met-
Hamoglobinkonzentration zur Qualitétskontrolle gemessen (OSM 3, Radiometer,
Kopenhagen). Bei einem Wert >5% wire die Losung verworfen worden. Obwohl
dieser Wert im Rahmen der Versuchsreihe nicht erreicht wurde, wurden
angebrochene Restbestinde unabhingig hiervon nach 12 Tagen (zwei
Versuchswochen) verworfen. Die Spezifika der verwendeten Losung laut

Herstellerangaben sind in Tabelle 3.1 dargestellt.
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Tabelle 3.1  Spezifika der in der Versuchsreihe verwendeten Hamoglobinlésung
HBOC-200 (Oxyglobin™) entsprechend Herstellerangaben.

Parameter HBOC-200 (Oxyglobin™)

KOD (mmHg) 17
Viskositdt 37° (mPa x s) 1,3
pH 7,6-79
Osmolaritit (mOsm/kg) 290 -310
Natrium (mmol/l) 145 - 160
Kalium (mmol/l) 3,5-55
Chlorid (mmol/T) 105-120
Calcium (mmol/l) 0,5-1,5
Hamoglobin (g/dl) 12,0£1,0
Methdmoglobin (%) <10
Oxyhamoglobin (%) <5
p50 (mmHg) 36
Endotoxin (EU/ml) <0,02
Phospholipid (nM) <3
Sterilitét kein Koloniewachstum
Polymerisiertes Himoglobin

MGW=>500 000 (%) <15

MGW~65 000 (%) <10

MGW<32 000 (%) <5
Freies Glutaraldehyd (pg/ml) <35
N-acetyl-L-Cystein (%) <0,2
Partikel (Partikel/ml)

> 10 <50

>25u <5
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3.3.4. Narkose und Praparation

Im Folgenden werden die Narkosefiihrung und Préparation detailliert beschrieben.
Die wesentlichen Schritte sind in Abbildung 3.1 dargestellt.

Die Versuchstiere wurden vor Beginn des Versuches durch eine intramuskuldre
Gabe von Ketamin (80 mg kg') und Midazolam (3mg kg™') in Allgemeinanisthesie
versetzt. Hierbei wurde ein maximales Injektionsvolumen von 0,2 ml je Muskel
nicht tiberschritten [181]. Nach Aussetzen der Abwehrbewegungen wurden die
Tiere auf einem beheizbaren Kleintier-OP-Tisch (Heated Rodent Operating Table,
Harvard Apparatus) gelagert. Unter Sauerstoffinsufflation, EKG-Ableitung, rektaler
Temperaturmessung und pulsoximetrischer Uberwachung der O,-Sittigung erfolgte
nach Infiltration mit 0,5 ml Lidocain 2% die Tracheotomie. Nach Anlage eines
zentralvendsen Zuganges in die V. cava superior wurde die Narkose als total-
intravendse Anisthesie mit Midazolam (10 mg kg h™) und einem Fentanylbolus
(7,5 pg kg') aufrechterhalten. Die weitere Fentanylapplikation wurde dem
individuellen Bedarf der Tiere angepasst. Zur Erhaltung des Fliissigkeitshaushaltes
wurde den Tieren insgesamt 20 ml kg h™' Fliissigkeit zugefiihrt. Dieses Volumen
setzte sich aus der Midazolam-Losung und NaCl 0,9% zusammen. Die Ratten
wurden unter dieser Medikation mit einem Sauerstoff-/Luftgemisch kontrolliert
beatmet (Inspira Advanced Safety Ventilator, Harvard Apparatus). Die FiO, betrug
dabei situationsadaptiert 0,3 bis 1,0. Es wurden Normocapnie (PetCO, 36-40
mmHg), Normothermie (37°C) und Normoglykimie (80-120 mg dI™") gewihrleistet.
Der  Kohlendioxidpartialdruck ~ wurde  kontinuierlich ~ endexspiratorisch
(Monitoreinheit mit Mainstream-Messung, Fa. Datex-Ohmeda) und intermittierend
arteriell (ABL 500, Radiometer Kopenhagen) bestimmt. Die Warmung erfolgte
erginzend zum beheizbaren Kleintier-OP-Tisch mit Warmelampen. Zur
Durchfilhrung von Blutgasanalysen und zur kontinuierlichen Messung des
Blutdruckes erfolgte die Anlage eines arteriellen Zuganges in die rechte
Femoralarterie. Wahrend der gesamten weiteren Préparationsphase betrug die FiO,
1,0 unter kontrollierter Beatmung. Nach linksseitiger Thorakotomie zwischen dem
vierten und flinften Interkostalraum wurde die Beatmung mit positiv-
endexspiratorischem Druck (3-5 mbar) fortgesetzt, um eine Atelektasenausbildung
zu vermeiden. Es erfolgte die Perikardiotomie zur Darstellung der linken

Koronararterie zwischen dem Ansatz des Truncus pulmonalis und linkem Herzohr.
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AnschlieBend wurde das Herz aus dem Thorax luxiert, ein 6-0 Seidenfaden mittels
Unterstechung um die linke Koronararterie nahe des Ursprungs gelegt und das Herz
nach thorakal reponiert [148]. Beide Fadenenden wurden zum Schutz des Gefil3es
durch ein Filzpléttchen (Meadox Dacron Felt; Meadox Medicals, Inc., Oakland, NJ)
und anschliefend durch einen 1 cm langen Polyethylen-Schlauch (Perfusorleitung,
Fa. B. Braun Melsungen, AuBlendurchmesser: 1,5 mm) gefiihrt [65]. Durch
Fadenspannung konnte somit eine Unterbindung der Geféle erfolgen [119]. Nach
Abschluss dieser Praparation wurde die FiO; bei allen Tieren auf 0,3 reduziert. Erst
zu diesem Zeitpunkt erfolgte die randomisierte Gruppenzuteilung. Nach
Randomisierung wurde eine Erholungsphase von 30 Minuten eingeleitet. Wahrend
des Versuches erfolgte eine engmaschige Messung von Himodynamik, Blutgasen,
Sauerstoff-, Hamoglobin- und Blutzuckerkonzentration sowie der Temperatur.
Nach 10 min wurden die ersten Messungen im Rahmen von Messpunkt 1
vorgenommen. Die zeitliche Abfolge der Messpunkte sowie die einzelnen
Messparameter sind in Tabelle 3.2 dargestellt. Nach Messpunkt 3 erfolgte in der
Prophylaxe-Gruppe (4) die Gabe von 0,4 g kg HBOC-200 ad 2ml NaCl 0,9%,
wihrend die Tiere der Gruppen 1-3 das dquivalente Volumen in Form von NaCl
0,9% erhielten. Die Gabe erfolgte iiber 5 min iiber den zentralen Venenkatheter.
Nach dem Ende der Applikation erfolgte Messpunkt 4. Fiinfzehn Minuten nach
Ende der Applikation wurde in den Gruppen 2-4 die Koronararterienligatur fiir 25
min zugezogen, wiahrend in der Gruppe 1 (Negativ-Kontrolle) keine Ligatur
erfolgte. Nach 10 min Ligatur wurden in der Therapiegruppe (3) 0,4 g kg™ HBOC-
200 ad 2 ml NaCl 0,9% appliziert, wihrend die Tiere der anderen Gruppen
wiederum NaCl 0,9% zum Volumenausgleich erhielten. Die Koronararterienligatur
wurde nach 25 min Ischdmiezeit aufgehoben. Nach einer Reperfusion von 120 min
wurde die Koronararterienligatur erneut zugezogen. Die Tiere erhielten zur
Darstellung der ,area at risk“ 2 ml Patentblau (Sigma Chemicals GmbH,
Deutschland) intravenos (ZVK) injiziert [67]. Der Exitus letalis wurde anschlieBend
durch KCl-Injektion (2 mmol kg KCI 7,45%) herbeigefiihrt. Nach Absetzen an
den groflen Gefdllen erfolgte die sofortige Entnahme des Herzens. Wéhrend des
gesamten operativen Verlaufes wurden alle gemessenen Parameter im Normbereich
gehalten. Dies beinhaltete insbesondere die Gabe von NaCl 0,9% (bei einem
ZVD<5 mmHg), Natrium-Bicarbonat 8,4% (bei einem SBE <-5 mmol 1) und

Calzium - Chlorid (bei einem ionisierten Ca*" < 1,0 mmol 1I"). Die FiO, wurde
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ebenfalls angepasst, sofern der PaO, unter 70 mmHg abfiel. Dartiber hinaus erfolgte
bei Auftreten von VF der Versuch einer Defibrillation mittels ,,thumb version

[178].
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Abbildung 3.1 Darstellung der einzelnen Priparationsschritte (a-e) zur
Anlage der Ligatur der linken Koronararterie an der
narkotisierten und beatmeten Ratte.

(a) Gesamtsitus nach
Einleitung der Narkose,
Tracheotomie und Insertion
von arteriellem und
zentralvendsem Katheter.

(b) Aufsicht von links caudal
auf das Herz nach
linkssternaler Thorakotomie
mit Durchtrennung und
Teilresektion der 4-6 Rippe.

(c) Luxation des Herzens
von caudal kommend nach
extrathorakal.

(d) Darstellung des
Abganges der linken
Koronararterie zwischen
Truncus pulmonalis und
linkem Herzohr vor
Unterstechung fiir die
Ligatur mit einem 6-0 Faden.

(e) Situs nach Unterstechung
und Reposition des Herzens
nach intrathorakal.




Tabelle 3.2

Ubersicht der intraoperativen Messpunkte und Parameter
(die verwendeten Abkiirzungen sind im Anhang unter 8.1 erliutert).

Messpunkt  Zeitpunkt Messparameter
1 Ruhephase +10 min FiO2, MAP, HF, Temp.
2 Ruhephase +20 min FiO,, MAP, HF, Temp.
3 Ruhephase +30 min FiO2, MAP, HF, Temp.
+ BGA, Hb, fHb, COHb, MetHb, ZVD, BZ, E-lyte.
4 Applikation Prophylaxe+5 min  FiO,, MAP, HF, Temp.
+ BGA, Hb, fHb, COHb, MetHb, ZVD, BZ, E-lyte.
5 Applikation Prophylaxe+10min  FiO2, MAP, HF, Temp.
6 Applikation Prophylaxe +20min  FiO,, MAP, HF, Temp.
7 Ligatur +5 min FiO,, MAP, HF, Temp.
+ BGA, Hb, fHb, COHb, MetHb, ZVD, BZ, E-lyte.
8 Applikation Therapie FiO,, MAP, HF, Temp.
9 Ligatur +25min FiO2, MAP, HF, Temp.
+ BGA, Hb, fHb, COHb, MetHb, ZVD, BZ, E-lyte.
10 Reperfusion +10 min FiO,, MAP, HF, Temp.
+ BGA, Hb, fHb, COHb, MetHb, ZVD, BZ, E-lyte.
11 Reperfusion +20 min FiO,, MAP, HF, Temp.
12 Reperfusion +30 min FiO,, MAP, HF, Temp.
13 Reperfusion +40 min FiO2, MAP, HF, Temp.
14 Reperfusion +50 min FiO,, MAP, HF, Temp.
15 Reperfusion +60 min FiO,, MAP, HF, Temp.
16 Reperfusion +70 min FiO,, MAP, HF, Temp.
17 Reperfusion +80 min FiO2, MAP, HF, Temp.
18 Reperfusion +90 min FiO,, MAP, HF, Temp.
19 Reperfusion +100 min FiO,, MAP, HF, Temp.
20 Reperfusion +110 min FiO2, MAP, HF, Temp.
21 Reperfusion +120 min FiO,, MAP, HF, Temp.

+ BGA, Hb, fHb, COHb, MetHb, ZVD, BZ, E-lyte.
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Abbildung 3.2

Schematische Darstellung des Versuchablaufs und der

Zielkriterien

Narkoseeinleitung/Praparation

(Tracheotomie/Beatmung, Venen-/Arterienkatheter, Thorakotomie)

Randomisierung

I VR U

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3 Gruppe 4
Negativ-Kontrolle Positiv-Kontrolle Therapie Prophylaxe
NacCl NacCl NaCl HBOC
200
v v
NaCl HBOC
200
Erneute Koronararterienligatur/Patentblauinjektion
—
Exitus letalis durch KCI-Injektion
Herzentnahme/1mm Schnitte
Zielkriterien
Validierung DNA-ESB Apoptose DNA-DSB
der Quantitativer Qualitativer Quantitativer
in-situ“-Nick- Nachweis Nachweis Nachweis
” Translation (Nick-Translation) (DNA-Laddering) (TUNEL-Reaktion)
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3.3.5. Intraoperative Messwerte

3.3.5.1. Hémodynamik

Zentraler Venendruck

Die Messung des zentralen Venendruckes (ZVD) erfolgte intermittierend {iber den
zentralvendsen Katheter mittels elektromagnetischem Druckaufnehmer (Logical,
Medex, Klein-Winternheim) und Monitoreinheit (Tram 200 A, Marquette,
Milwaukee, USA).

Mittlerer arterieller Druck

Der arterielle Blutdruck wurde iiber einen Katheter in der rechten A. femoralis
kontinuierlich bestimmt. Die Ableitung erfolgte kontinuierlich iiber einen weiteren
elektromagnetischen Druckaufnehmer. Da fiir die Perfusion der arterielle
Mitteldruck (MAP) relevant ist, wurde nur der MAP und nicht der systolische und
diastolische Druck ausgewertet.

Herzfrequenz

Die kontinuierliche EKG-Ableitung erfolgte iiber die Pfoten der Versuchstiere
mittels Klebeelektroden fiir Neugeborene (Agilent 13953D, Agilent Technology,
Andover, USA) als Extremitdtenableitung und wurde auf einen Monitor (Tram 200
A, Marquette, Milwaukee, USA) tiibertragen sowie mit Hilfe des an den Monitor
angeschlossenen Druckers (direct digital writer series 7100, Marquette, Milwaukee,
USA) zu den entsprechenden Messzeitpunkten mit 50 mm s ' dokumentiert. Die
Herzfrequenz wurde durch manuelle Zahlung des jeweiligen Ausdruckes bestimmt,

um etwaige Artefakte bei der automatischen Messung auszuschlieen.

3.3.5.2.  Temperatur

Es wurde bereits vor Versuchsbeginn sowie wahrend des Versuches strikt auf
Normothermie der Tiere geachtet (37°C+0,5). Die Warmung erfolgte mittels des
beheizbaren Operationstisches sowie zusétzlich bei Bedarf mit einer Wéarmelampe
(Osram Siccatherm 280W). Die Korpertemperatur wurde bei jedem Tier
kontinuierlich {iber eine rektale Sonde am Messmodul (Tram 200 A, Marquette,

Milwaukee, USA) gemessen.
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3.3.5.3.  Inspiratorische Sauerstoffkonzentration und Capnometrie

Die inspiratorische Sauerstoffkonzentration wurde kontinuierlich iiber eine in das
Mischkammerreservoir des Beatmungsgerites eingebrachte Elektrode (Oxydig,
Drager, Liibeck) gemessen. Der endexspiratorische CO;-Partialdruck wurde
kontinuierlich im Mainstream-Verfahren gemessen und graphisch auf dem
Monitor (Tram 200 A, Marquette, Milwaukee, USA) dargestellt. Diese Messung
wurde nur qualitativ genutzt, um eine Dislokation oder Verlegung der
Trachealkantile friihzeitig zu detektieren. Eine zuverldssige quantitative Messung
ist beim Kleintier mit einer ungeblockten Trachealkaniile nicht zu erwarten. Die

Werte wurden dementsprechend nicht ausgewertet.

3.3.5.4. Blutgasanalysen, Elektrolyt- und Himoglobinkonzentrationen

Die Entnahme von arteriellem Blut zur Bestimmung arterieller Blutgasanalysen
(BGA), der Blutglucosekonzentration sowie aller anderen laborchemischen
Parameter erfolgte ebenfalls iiber den arteriellen Zugang. Es wurden Kapillaren a
150 pul verwendet, um unndtige Blutverluste zu vermeiden. Die Bestimmung von
pH, PO, PCO,, ionisiertem Calcium, Kalium- und Natriumkonzentration erfolgte
mittels  Analysator (ABL 505, Radiometer, Kopenhagen, Daénemark).
Dariiberhinaus wurden folgende Parameter berechnet: Standard-Baseniiberschuss
(SBE), Standard-Bikarbonat (SBc), Sauerstoff-Sittigung (SaO,). Weiterhin wurden
die Gesamthdmoglobinkonzentration (tHb), der Anteil an Oxyhdmoglobin (HbO,),
Carboxyhdmoglobin (COHb), Methidmoglobin (MetHb) und plasmatischem
Hiamoglobin (fHb) mit einem 5-Wellenldngen Oxymeter gemessen (OSM 3,
Radiometer, Kopenhagen, Danemark). Das fHb wurde nach Zentrifugation (5 min
bei 5000 rpm, Heraeus, Sepatech) von 80ul Blut aus dem Plasmaiiberstand
bestimmt. Der Sauerstoffgehalt wurde direkt iiber eine Sauerstoffmesszelle

gemessen (Lex-O,-Con™, Lexington, MA, USA).

3.3.5.5. Blutzucker
Die Bestimmungen der Blutzuckerkonzentration erfolgten mittels B-Glucose

Analyser (Hemocue, Angelholm, Schweden).
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3.4. Gewebeaufarbeitung

Abbildung 3.3 zeigt eine schematische Ubersicht der Gewebeaufarbeitung. Das
Herz wurde zur histopathologischen Aufarbeitung fiir 20 min bei -20°C tiefgekiihlt,
in eine vorgekiihlte Matrix (Heart Matrix, Harvard) fiir Imm-Schnitte eingebracht
und basisparallel mittels Rasierklingen (Aesculap, Ersatzklingen zu BA244R)
lamelliert. Samtliche nachfolgende Untersuchungen erfolgten ,,verblindet®.

Die geradzahligen Schnitte wurden nach dem Schneiden sofort zwischen je zwei
mit Folie abgedeckten Objekttragern in Trockeneis eingelegt und im Anschluf} bei
-80°C tiefgefroren. Um die Gefrierschnitte anfertigen zu konnen, wurden diese
Priparate innerhalb von 4-12 Wochen nach dem Versuch in der Kiihlkammer in
Gefriermedium (Tissue Freezing Medium, Jung, Leica Instruments GmbH)
eingebettet, wobei das Gewebe mit der Unterseite auf einem Korkplattchen fixiert
wurde. Diese so entstandenen ,,Blocke™ wurden sofort bei -80°C tiefgefroren und
erst kurz vor Bearbeitung auf -20°C erwirmt. Nach der Fixation der eingebetteten
Priparate auf Kryoblocken erfolgte die Anfertigung der Gefrierschnitte mittels
Ultramikrotom (CM 1800, Leitz, Nussloch) aus der zentralen Schnittebene 8, in der
Ventrikeldicke und Infarktausdehnung (TTC-Férbung; sieche Anmerkung unter 3.)
das groBte Ausmall annahmen. Die Schnittdicke betrug 10um. Die Schnitte wurden
jeweils auf einen in Trockeneis gelagerten Objekttrager (Superfrost, Novoglas)
aufgezogen und in Pappmappen wiederum bei -80°C gelagert. Die histochemischen
Techniken zum Nachweis von DNA-Strangbriichen wurden demzufolge nur in der

zentralen Schnittebene (Schnittebene 8) durchgefiihrt.
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Abbildung 3.3 Schema der Gewebeaufarbeitung

Basisparallele Lamellierung des Herzens in 1mm Schnitte in einer
Heart Matrix (Harvard Apparatus)

Beidseitiges Einscannen
der ,,area at risk*

=4

Finfrieren bei -80°C

//

Nach Einbetten Anfertigung
der 10pm Schnitte
(Schnittebene 8)

Planimetrische
Auswertung

Einscannen und Mikroskopisches Aus-
Densitometrie zdhlen der TUNEL-
(Nick-Translation) positiven Kerne
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Abbildung 3.4 Darstellung ausgewihlter Schritte der Anfertigung
der Gefrierschnitte

(a) Herzmatrix mit
Rasierklingen,
Objekttragern und
Folien

(b) 1mm Herzschnitt
Ebene 8§ auf dem
Objekttrager

(c) Eingebetteter
Herzschnitt auf
dem ,,Schlitten*
des Mikrotoms

(d) Frontansicht
des Kryotoms

(e) Gefrierschnitte der
Dicke 10 gz m auf

Objekttriagern in der
Lagerungsmappe




3.5. ,Areaat risk*

3.5.1. Technik

Die ,,area at risk®, das Versorgungsgebiet der ligierten Koronararterie, stellte sich
nach ,,in-vivo“-Patentblau-Injektion unter erneuter Ligatur im Gegensatz zum blau
gefarbten Restgewebe des Herzens als ungefirbtes Areal dar. Hierbei war der
Ubergang zwischen beiden Bereichen scharf abgrenzbar. Die ungeradzahligen
Schnitte wurden sofort nach dem Lamellieren jeweils von beiden Seiten
eingescannt. Dieses Verfahren ermoglichte es uns, ohne einen Informationsverlust
jeden zweiten Schnitt (siche Abschnitt 3.4. Gewebeaufarbeitung) flir die
histochemischen Nachweise mittels Nick-Translation und TUNEL-Reaktion zu

verwenden.

3.5.2.  Auswertung

Die Bestimmung der FlachengroBe der ,area at risk™ (Patentblau-negative Areale)
sowie des linken Ventrikels erfolgte planimetrisch mit Hilfe des
Bildbearbeitungsprogrammes Scionlmage™ (Scion Corp., ML, USA) jeweils fiir
die Ober- und Unterseite jedes Schnittes. Das Ventrikellumen wurde hierbei stets
ausgespart. Die Auswertung erfolgte ohne Kenntnis der Gruppenzugehdrigkeit des
einzelnen Tieres. Nachdem die genannten Einzelflichen bestimmt worden waren,
wurde das Verhéltnis der ,,area at risk zum linken Ventrikel ermittelt. Auf diesen
Werten aller Teilschnitte beruhte die anschlieBende Berechnung der entsprechenden
Volumina bezogen auf das gesamte Herz und nach Aufhebung der Kodierung auf
die jeweiligen Versuchsgruppen. Diese Technik, die in Abbildung 3.5 zur
Verdeutlichung schematisch dargestellt ist, entspricht dem vielfiltig publizierten
internationalen Standard [34;169], wobei iiblicherweise auch ein Infarktnachweis

mittels TTC-Farbung durchgefiihrt wird ( siche Anmerkung unter 3.).
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Abbildung 3.5 Schematische Darstellung der verschiedenen
Auswertungsareale zur Quantifizierung der ,area at risk“
nach Injektion von Patentblau.

a) Es ist ein basisparalleler Querschnitt des Herzens mit den Lumina des
linken (LV) und rechten (RV) Ventrikels dargestellt. Zusitzlich zeigt sich nach
,n-vivo“-Anfarbung mit Patentblau bei erneut angelegter Koronarligatur die
,area at risk“ (blass-rot).

Area at Risk

b) Verhaltnis der ,area at risk® zur Flache des linken Ventrikels

AreaatRisk 47
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3.6. Nick-Translation und Autoradiographie

3.6.1. Technik

Um die DNA-Einzelstrangbriiche nachzuweisen, wurde die ,In-situ-Nick-
Tanslation* (ISNT)-Methode [133] angewendet. Die Bezeichnung ,,Nick® steht in
diesem Zusammenhang fiir eine gedffnete Phosphodiesterbriicke mit einem freien
3'OH-Ende in einem doppelstringigen DNA-Molekiil, kurz flir einen DNA-
Einzelstrangbruch. Die Nick-Translation ist ein enzymabhéngiges in situ Verfahren
zur sensitiven Detektion von DNA-Einzelstrangbriichen [83;84;115]. Nach dem
Auftauen und Waschen der Gefrierschnitte wurden diese mit einem
Reaktionscocktail aus DNA-Polymerase I und radioaktiv markierten Nukleotiden
inkubiert. Hierbei bindet sich die DNA-Polymerase (E. coli DNA-Polymerase I
(Kornberg Polymerase, Boehringer Mannheim)) spezifisch an die freien 3'OH-
Enden der ,,offenen Einzelstringe. Wéhrend der Inkubation mit dem vorhandenen
Nukleotidgemisch, das auch radioaktiv markiertes dTTP (desoxy[methyl-
3H]Thymidine-5"-triphosphat, Amersham Pharmacia Biotech) enthilt, fiillt die
DNA-Polymerase I die Liicken in der DNA abhingig von der Sequenz des
Gegenstranges (,,template-abhingig*) mittels ,,de novo“-Synthese auf. Hierfiir ist
ein intakter Gegenstrang essentiell, so dass Doppelstrangbriiche durch dieses
Verfahren nicht mit erfasst werden. Gleichzeitig katalysiert sie den Abbau des
urspriinglichen DNA-Stranges am 5°-Phosphat-Ende. Zur radioaktiven Markierung
diente das Wasserstoffisotop Tritium (*H), das durch seine emittierte B-Strahlung
zur Schwirzung eines Rontgenfilms fiihrt, indem es die im Film enthaltenen
Silberhalogenide reduziert. Damit besteht ein proportionaler Zusammenhang
zwischen der Menge an eingebautem radioaktiven dTTP, also der DNA-
Einzelstrangbruchrate, und der Schwirzungsintensitit des Rontgenfilms. Diese 1463t
sich nach Entwicklung und Fixierung des Filmes mittels Densitometrie
semiquantitativ bestimmen. Der Versuchsablauf ist nachfolgend detailliert

beschrieben und in Abbildung 3.6 schematisch dargestellt.
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Abbildung 3.6

situ“-Nick-Translation
Zur Erlauterung siehe vorangehender Textabschnitt

Die Abbildung zeigt schematisch die Reaktion der ,in-

@ OH @ 0OH
5 3 e 5

. L] DNS
OH @

Zuerst wurden die Schnitte fiir 5 min in physiologischer Kochsalzlésung (NaCl)

aufgetaut und fiir 20 min in einer Methanol:Eisessig-Losung (2:1) fixiert. Danach

folgten zwei erneute Waschvorgénge fiir jeweils 5 min in NaCl. Anschliefend

wurden die Schnitte mittels Warmluft getrocknet. Wéahrend der Trocknungsphase

wurde das Reaktionsgemisch in folgenden Konzentrationen angesetzt (Tabelle 3.3).

Der Pufter (Tabelle 3.4) wurde in groBeren Mengen angesetzt und in Aliquots bei -

20°C gelagert.

Tabelle 3.3  Reaktionsgemisch fiir die In-Situ-Nick-Translation. ''Boehringer
Mannheim, ’2Sigma, ’3Amersham Pharmacia Biotech. Alle
Komponenten wurden in einem Becherglas gemischt.

Substanz Endkonzentration pro Schnitt
NT-Pufter 636,5 ul
dATP” 50 uM (Stammlsg.: 5 mM) 7 ul

dGTP" 50 uM (Stammlsg.: 5 mM) |7 pl

dCTp" 50 uM (Stammlsg.: 5 mM) 7 ul
Dimethylsulfoxid (DMSO)” |5% 35 ul
*H-dTTP (51 Ci/mmol)” 3 uCi/ml 4 ul
DNA-Polymerase’' 20 U/ml 3,5ul




Tabelle 3.4 Zusammensetzung des NT-Puffers.
Tris : Tris [hydromethyllaminomethane (TRIZMA BASE)

Substanz Endkonzentration fir 100 ml
Tris mw=121.1 50 mM 605,5 mg
MgCl, x 6 H2O mw=2033 5 mM 102 mg
2-Mercaptoethanol yw=73.13 10 mM 78 ul

Das Reaktionsgemisch wurde 10 s durch Invertieren gemischt und 1 min bei
Raumtemperatur aquilibriert. Je 700 pl Reaktionscocktail wurden im Anschluss auf
die vollstdndig trockenen Schnitte pipettiert und dann 40 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die Reaktion durch Entfernen des
Reaktionscocktails und Waschen der Schnitte in NaCl mit 1% Tetrasodium-
Pyrophosphat (Sigma) gestoppt. Der Waschschritt wurde fiinfmal wiederholt. Nach
dem Waschen wurden die Schnitte wieder mittels Warmluft getrocknet, auf
Fotokarton aufgeklebt und beschriftet. Darauf wurde im abgedunkelten Raum ein
Rontgenfilm (Hyperfilm 3H, Amersham Pharmacia Biotech, Amersham, GB)
platziert und beides zusammen in einer Expositionskassette fiir 24 Stunden im
Dunkeln inkubiert. AnschlieBend wurden die Filme durch den Rdntgenentwickler
AGFA G150 entwickelt (5 min) und mit dem Fixierer AGFA G354 fixiert (10 min),
wobei nicht reduzierte Silberhalogenide entfernt wurden, so dass der Film
durchsichtig wurde. Zusétzlich zu den zu untersuchenden Schnitten wurden die

nachfolgenden Kontrollen durchgefiihrt:

Kontrollschnitte

Um einen unspezifischen Einbau der Nukleotide auszuschlieBen, wurden in
Vorversuchen Schnitte mit dem oben beschriebenen Reaktionsgemisch ohne DNA-
Polymerase als Negativkontrolle behandelt.

Ebenfalls im Vorversuch wurden Schnitte mit einer Reaktionslosung inkubiert, die
zusitzlich noch DNAse I (Desoxyribonuklease I, Boehringer Mannheim) in ver-
schiedenen Konzentrationen enthielt, um die Funktionalitit der Reaktion zu zeigen
(je mehr DNAse I desto gréer die Anzahl der Einzelstrangbriiche, desto mehr
Nukleotideinbau, desto stirker die Schwirzung des Filmes). Abbildung 3.7 zeigt die

aus dem Vorversuch hervorgegangenen Ergebnisse der Autoradiographie:
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Abbildung 3.7 Autoradiographische Ergebnisse des Vorversuches. Hier
wurden den Reaktionsgemischen verschiedene Konzentrationen DNAse I
beigemischt, um eine geeignete Konzentration fiir die qualitativen
Positivkontrollen des Hauptversuches zu bestimmen.

AT B
b b ohne DNAse I s A

ool
100mU/ml DNAse I &g
1U/ml DNAse I M

In den eigentlichen Experimenten wurden jedesmal 5 komplette Querschnitte der

zentralen Ebene 8 eines jeden Tieres in die Untersuchungen eingeschlossen.

Microscale:

Auf jedem Film wurden zusétzlich zu den bereits beschriebenen Kontrollen
Microscales als eine weitere Kontrolle mitgefiihrt. Diese Teststreifen enthalten das
jeweilige Radioisotop in gleichméBig in ein Polymer inkorporierter Form. Die 8-10
verschiedenen Zonen, die auf einem Streifen untereinander angeordnet sind, stellen
jeweils eine spezifische Aktivitdt dar, wie Abbildung 3.8 schematisch verdeutlicht.
Als Bezugspunkt flir die quantitative Auswertung wurde die optische Dichte des

Feldes mit der intensivsten Schwirzung der Microscale herangezogen.
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Abbildung 3.8 Schematische Darstellung einer Microscale (Quelle:
Katalog Amersham Pharmacia Biotech). Links: Angegeben sind die
spezifischen Aktivititen der einzelnen Bereiche in Bg/mg und in nCi/mg.
Rechts: Microscale auf einem Autoradiogramm. Die niedrigeren spezifischen
Aktivitdten sind nicht abgebildet, da sie keine Schwirzung des Rontgenfilms
hervorgerufen haben. Im oberen Bereich ist abgebildet, wie per ImageQuant
die optische Dichte des intensivsten Feldes der Microscale bestimmt wurde.

[3H] Microscales

(RPA506)

Ba/mg  nCi/mg R
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2468.0  66.7 5
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Wiéhrend der Versuchsdurchfilhrung wurden grundsétzlich Schnitte, die mit
verschiedenen Reaktionscocktails inkubiert wurden (z.B. mit/ohne DNAse I,
mit/ohne DNA-Polymerase), in verschiedenen Gefilen und mit getrennten Puffer-
Aliquots gewaschen, um eine Verschleppung der Enzyme (Kreuzkontamination) zu
verhindern.

Das dargestellte Verfahren ist von unserer Arbeitsgruppe erstmalig in einem
kardialen Ischdmiemodell etabliert worden [162]. Fiir die aufgetauten
Gefrierschnitte wurde ein Standard Kit (Kit Nick Translation, Kat.-Nr. 976776,

Roche) verwendet.
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3.6.2.  Auswertung mittels Densitometrie

Die Autoradiogramme wurden mit Hilfe eines Laser-Densitometers (Personal Den-
sitometer SI, Molecular Dynamics) in den Computer eingelesen. Mit Hilfe des
Programmes ImageQuant™ 4.1 (Amersham Biosciences, Amersham, GB) wurde
anschlieBend die Schwirzung der folgenden Areale des Filmes gemessen. Pro

Schnitt wurden dazu fiinf Flachen berechnet:

1. Der gesamte linke Ventrikel (ohne Lumen)

2. Das epikardiale Drittel (sichelformig)

3. Das endokardiale Drittel (sichelformig)

4. Das mittlere/myokardiale Drittel (sichelformig)

5. Ein reprisentatives Areal des rechten Ventrikels (Ellipsoid)

Abbildung 3.9 Schematische Darstellung eines Querschnittes des Herzens mit den
verschiedenen Auswertungsarealen zur Quantifizierung der Dichte der DNA-
Einzelstrangbriiche im autoradiographischen Nachweis nach Nick-Translation (Die
nummerierten Felder entsprechen der Aufzihlung unter Punkt 3.6.2)

[V N N VS B S ]

HEIIE

Fir die Bestimmung des jeweiligen Referenzwertes (RW) pro Film wurde die
optische Dichte des jeweils intensivsten Feldes der 5 auf jedem Film mitgefiihrten
Microscales  bestimmt  (Polygonales  Messfeld). Zur  Ermittlung  der
Hintergrundschwirzung (HS) wurden drei groBBe Areale (Ellipsoide) verteilt iiber
den Film berechnet. In allen Berechnungsarealen wurden Artefakte umfahren und

so von der Messung ausgeschlossen.
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Das Programm berechnete fiir jedes Areal die mittlere optische Dichte mit

Standardabweichung, Median und FlichengréBe (in Pixeln). Die Werte wurden in

MS-Excel-Tabellen exportiert. Der genaue Algorithmus ist nachfolgend aufgelistet:

1.

Zunéchst wurde der ,,Range des Durchschnittswertes der optischen Dichte
(Average) fiir jeden Film auf einen Bereich von 0,0 bis 1,0 eingestellt.

Aus den drei Hintergrundwerten wurde der Mittelwert der
Hintergrundschwérzung (HS) berechnet. Dieser wurde in der Folge von
allen anderen Messwerten abgezogen.

Es wurde weiterhin fiir die fiinf Microscales ein Mittelwert des intensivsten
(obersten) Feldes berechnet, der nach Abzug der HS als Referenzwert (RW)
mit einer optischen Dichte von 1=100% festgelegt wurde.

Bei den Messarealen der Versuchstiere wurde fiir jedes Tier die
Bestimmung eines jeden Areals in den fiinf verschiedenen Schnitten
durchgefiihrt und der Mittelwert bestimmt, der wiederum durch die HS
korrigiert wurde.

Da man zur Flachenbestimmung einzelne Areale (z.B. das Ventrikellumen
oder Artefakte (Areale im Schnitt, die dem Hintergrund entsprechen))
aussparen musste, war es teilweise notwendig, die Zonen in mehrere
Teilbereiche zu untergliedern. In diesen Féllen wurde die optische Dichte
fiir die Gesamtzone entsprechend der folgenden Formel bestimmt:

Av1*F1+..+Avn*Fn
FI+...+Fn

Av=Average (Durchschnittswert); F=Flache; n=Anzahl der Teilstiicke
Es wurden zur Extremwertkorrektur die Werte des Schnittes mit dem

hochsten sowie des Schnittes mit dem niedrigsten Gesamtwert fiir den
linken Ventrikel von der weiteren Auswertung ausgeschlossen.

Die Messwerte der drei pro Tier verbliebenen Schnitte wurden nun in
Relation zu dem RW (100%) gesetzt und als relative Dichte (in %)
angegeben. Fiir jedes Tier wurde nun ein Mittelwert pro Messareal gebildet,
der fiir die weitere statistische Auswertung genutzt wurde.

Nach Auswertung aller Tiere wurde die Kodierung aufgehoben, die Tiere
entsprechend ihrer Gruppenzugehdrigkeit geordnet und die Ergebnisse

statistisch ausgewertet.

Abbildung 3.10 zeigt eine schematische Darstellung der Filmbelegung.
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Abbildung 3.10 Schematische Darstellung der Filmbelegung mit je 5
Schnitten von 4 Versuchstieren, den Microscales fiir die Ermittlung des
Standards sowie einer Positiv- und einer Negativ-Kontrolle. Zusétzlich sind die
Felder fiir die Bestimmung der Hintergrundschwirzung (HS) eingezeichnet.

Microscales 1-5

Tier 1 I Tier 2
Schnitt 1 - Schnitt 1
Schnitt 2 ! Schnitt 2
Schnitt 3 I Schnitt 3
Schnitt 4 I Schnitt 4
Schnitt 5 - Schnitt 5
Tier 3 Kontroll-Standards Tier 4
Negativ-Kontrolle
Schnitt 3 g g Schnitt 3
Schnitt4 Positiv-Kontrolle Schnitt 4
Schnitt 5 Schnitt 5
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3.7. DNA-Laddering

Das DNA-Laddering stellt einen verbreiteten Standard fiir den Nachweis von
Apoptose dar. Nach DNA-Extraktion und Elektrophorese erlaubt dieses Verfahren
die Darstellung von apoptosespezifischen Banden, die aus einer DNA-
Fragmentation in 180-200 Basenpaare (bzw. geradzahlige Vielfache) resultieren
[46;182]. Im Unterschied hierzu findet man nach abgelaufener Nekrose Fragmente
jeglicher GroBe, da es in diesem Fall zu stochastischen Schiden der DNA kommt.
In der Elektrophorese zeigen sich dann keine separaten Banden, sondern ein
typischer ,,Smear®, d. h. ein ,,Grauschleier aus DNA-Fragmenten jeglicher Grofe.
Um die quantitativen Ergebnisse der TUNEL-Reaktion interpretieren zu konnen,
erfolgte, wie in der Literatur empfohlen [29], zusdtzlich der qualitative Nachweis
von Apoptose in exemplarischer Weise durch DNA-Laddering. Dieses Vorgehen
begriindet sich zum einen auf der Tatsache, dass die Apoptose einen von diversen
Faktoren (z.B. Organ, Tierart, Sauerstoffzufuhr) abhéngigen Prozess darstellt. Zum
anderen kommt es im Rahmen der Apoptose erst mit einer bis jetzt noch nicht
genau definierten zeitlichen Latenz nach der einwirkenden Noxe (z.B. Ischédmie)
zum Auftreten von DNA-Doppelstrangbriichen. Diese treten jedoch nicht nur
ausschlieBlich im Rahmen von Apoptose sondern auch wihrend der Nekrose auf
[48;130]. Aus diesen Griinden muss Apoptose zunichst spezifisch fiir jedes Modell
nachgewiesen werden, bevor eine sinnvolle quantitative Beurteilung erfolgen kann.
Das DNA-Laddering wurde wéhrend der Vorversuche an den Herzen von 3
separaten Tieren der Positiv-Kontrolle sowie 3 Tieren der Negativ-Kontrolle
durchgefiihrt. Der operative Versuchsablauf entsprach hierbei exakt dem bereits
dargestellten Procedere im Hauptversuch. Nach Entnahme des Herzens und
basisparalleler Lamellierung wurde das jeweilige Herz bei —80°C tiefgefroren. Das
DNA-Laddering erfolgte in iiblicher Verfahrensweise [119]. Etwa 60 mg Gewebe
wurden aus der ,area at risk” (Positiv-Kontrolle) bzw. dem linken Ventrikel
(Negativ-Kontrolle) entnommen und die myokardiale DNA mittels Nucleinséure
Extraktions Kit (DNeasy Tissue-KIT, Qiagen, Hilden) isoliert. Nachdem die
isolierte DNA (10 pg) auf 2% Agarose-Gel gegeben worden war, erfolgte die
Auftrennung mittels Flachbett-Gelelektrophorese (Midi 1 Gelelektrophorese-
kammer, Fa. Carl Roth, Karlsruhe) bei 100 V (Spannungsgeber PowerSupply, 250
EX, Life Technologies, Inc., USA) in TBE Puffer. AnschlieBend wurden die Gele
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unter UV-Licht fotographiert (ChemiDoc Documentation System, BioRad
Laboratories, Inc., USA). Als positiver Nachweis wurde das Vorhandensein von

180-200 Basenpaaren (oder geraden Vielfachen) gewertet.

Abbildung 3.11 Nachweis des apoptotischen Chromatinabbaus anhand der
DNA-Leiter

MNukleosom

DMA-Faden

a) Elektrophoretische Auftrennung isolierter DNA aus normalen (hochmolekulare DNA),
apoptotischen (DNA-Leiter) und nekrotischen Zellen (DNA-,,Schmier*).

b) Der DNA-Faden ist zweimal um einen Proteinkern aus Histonen gewickelt. Diese Struktur
wird Nukleosom genannt. Die DNA-Leiter kommt dadurch zustande, dass die DNA im
Bereich der Nukleosomen vor dem Abbau geschiitzt ist, wohingegen die
Zwischenbereiche hydrolysiert werden kdnnen.

Quelle: www.ruhr-uni-bochum.de/anat1/Forschungsschwerpunkte/Forschung Apoptose.htm

3.8. TUNEL-Reaktion

3.8.1. Technik

Zum quantitativen Nachweis der DNA-Doppelstrangbriiche, die unter anderem
wiéhrend der Apoptose entstehen, wurde die TUNEL-Reaktion (TdT-mediated
dUTP nick end labeling) angewendet. Zwar bestehen bei dieser Methode
beziiglich der Apoptose-Spezifitit auch einige Schwichen, sie ist aber unter den
bisher bestehenden Nachweismoglichkeiten die beste und wird demzufolge hiufig
zur Quantifizierung und Lokalisierung von Apoptose eingesetzt [29]. Die
Terminale Desoxynukleotidyl-Transferase bindet dabei spezifisch an freie 3"OH-
Enden der doppelstrangigen DNA und fiillt die Liicken vollkommen unabhingig
von einem komplementiren DNA-Strang mit zugegebenen Fluoreszein-
gekoppelten Nukleotiden auf. Diese Floureszens ist unter dem Mikroskop
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nachweisbar, jedoch nur innerhalb eines begrenzten Zeitintervalls. Deshalb wurde
in dieser Studie das indirekte TUNEL-Assay verwendet, bei dem sich der im
Anschluss zugefiigte Anti-Fluoreszein-Antikorper mit seinen Fab-Fragmenten an
die modifizierten Nukleotide anlagert. Der Antikorper ist seinerseits mit dem
Enzym Alkalische Phosphatase konjugiert, das nach Hinzugabe eines Substrates,
in diesem Fall Fast-Red-Tablets (Roche), die TUNEL-positiven Zellkerne sichtbar
macht. Der Substratlosung wurde Levamisol, ein Inhibitor der endogenen

Alkalischen Phosphatase-Aktivitit, zugesetzt.

Abbildung 3.12 Schematische Darstellung des Prinzips der TUNEL-Reaktion
(Quelle: Herstellerkatalog). Zur Erlauterung siehe vorangehender Textabschnitt

In situ end labeling {TUNEL)
{lemplate independent)

+ Terminal transferase
+ X-dNTP (@)

ssnnninasnunnng

Die zuvor bei -80°C gelagerten Schnitte wurden zuerst fiir 5 min in
physiologischer Kochsalzlosung (NaCl 0,9%) aufgetaut, anschlieend fiir 20 min
in 3,7% Formaldehyd in PBS fixiert und danach dreimalig 5 min in PBS
gewaschen. Um das Gewebe zu permeabilisieren wurden die Schnitte 2 min bei
4°C in Triton X-100 0,1% und Natriumcitrat 0,1% inkubiert, woraufhin wiederum
drei Waschschritte @ 5 min in PBS folgten. In dieser Zeit wurde das
Reaktionsgemisch vorbereitet: 100 pl des Nukleotidgemisches wurden
abpipettiert und fiir Negativ-Kontrollen in ein neues Reaktionsgefal3 {iberfiihrt. 50
ul Enzymlosung wurden dem Nukleotidgemisch zugefiigt, 10 s durch Invertieren
gemischt und 1 min bei Raumtemperatur &dquilibriert. Jeweils 50 pl der so
hergestellten TUNEL-Reaktionsmischung wurden auf die Schnitte aufpipettiert.

Es folgte eine 30 miniitige Inkubation bei 37°C im Warmeschrank. Danach wurde
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die Reaktion durch dreimaliges Waschen der Schnitte in PBS a 5 min beendet und
die Schnitte mittels Warmluft getrocknet. Anschlielend erfolgte die Zugabe von
jeweils 50 ul an Alkalische Phosphatase gekoppelter Anti-Fluoreszein-Antikorper
(Converter-AP) und wiederum eine 30 miniitige Inkubation bei 37°C . Nach
erneutem dreimaligen Waschen mit PBS wurde als letzter Schritt fiir 10 min je 75
ul Substratlosung zugesetzt (Fast Red Tablets) und auch diese Reaktion durch
Waschen in PBS fiir 3x5 min beendet. Das Plasma der Zellen wurde mit Light
Green angefiarbt, um zytoplasmatische Strukturen im Lichtmikroskop erfassen
und von Kernstrukturen abgrenzen zu konnen. Neben den zu untersuchenden

Schnitten wurden die nachfolgend dargestellten Kontrollen durchgefiihrt:

Negativkontrollen

Bereits in Vorversuchen wurden einige Herzschnitte mit dem oben beschriebenen
Reaktionsgemisch ohne terminale Desoxynukleotidyl-Transferase (TdT) als
Negativkontrolle behandelt, um einen unspezifischen Einbau der Nukleotide
ausschlieBen zu konnen. In den folgenden Versuchen wurden jeweils zwei

Schnitte als Negativkontrollen behandelt.

Positivkontrollen

Ebenfalls in den Vorversuchen wurden Schnitte mit einer Reaktionslosung
inkubiert, die zusidtzlich DNAse [ (Desoxyribonuklease I, Roche) in
verschiedenen Konzentrationen enthielt. Durch diesen sicher gesetzten Schaden

konnte die Funktionalitdt der Reaktion nachgewiesen werden.

In den eigentlichen Experimenten wurde jeweils drei Schnitten eines
unbehandelten Tieres (Negativ-Kontrolle) 100 mU ml” DNAse I zugesetzt. Drei
weitere Schnitte dieses Versuchstieres wurden parallel mit der Reaktionslosung
ohne DNAse I inkubiert. Diese sechs Schnitte wurden als qualitative Kontrollen

fiir das erfolgreiche Ablaufen der Reaktion verwendet.

Grundsitzlich wurden Schnitte, die mit verschiedenen Reaktionscocktails
inkubiert wurden (z.B. mit DNAse I, mit und ohne TdT), in verschiedenen
Gefidllen und mit getrennten Puffer-Aliquots gewaschen, um eine Verschleppung

der Enzyme (Kreuzkontamination) zu verhindern.
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Im Einzelnen wurden folgende Reagenzien verwendet:

,In Situ Cell Death Detection Kit, AP*“ (Roche), beinhaltet:

o Losung 1 (Enzymlosung): Terminale Desoxynucleotidyl Transferase aus
Kalbsthymus

. Losung 2 ( Farbelosung): Fluoreszein-markierte Nukleotidmischung.

o Losung 3 (Converter-AP): Anti-Fluoreszein-Antikorper, Fab-Fragment vom

Schaf konjugiert mit Alkalischer Phosphatase (AP).
Weitere Substanzen:
. Formaldehyd, 3,7% in PBS
° 0,1% Triton X-100 in 0,1% Natriumcitrat
. DNAse-Lasung: 50 mM TrisHCI + BSA (Img ml™), pH 7,5
° Fast-Red-Losung: 0,1 M TrisHCIL, pH 8,2

3.8.2.  Auswertung

Die TUNEL-positiven Zellkerne wurden bei 400-facher VergroBerung (BX40,
Olympus) rastergestiitzt ausgezahlt [ 169]. Das mikroskopische Bild wurde zunichst
fotografiert (U-CMAD?3, Olympus), digitalisiert abgespeichert und mittels des
Computerprogrammes Analysis 3.1 (Softlmaging Systems) weiterbearbeitet. Im
néchsten Schritt wurde ein nummeriertes Messraster mit Feldern der Kantenlidnge
50x50um tiiber das Foto gelegt. Fiir die Auszdhlung wurden nur Felder
beriicksichtigt, die zu mindestens 50% mit Gewebe ausgefiillt waren. Hierdurch
sollten Artefakte, wie z.B. Gewebeliicken, von der Auswertung ausgenommen
werden. Angeschnittene Zellkerne wurden jeweils nur an der linken und unteren
Kante der Felder gezihlt. Die Verteilung der Gesichtsfelder erfolgte transmural in
der Vorderseitenwand des linken Ventrikels. Aufgrund der Darstellung der ,,area at
risk“ in den benachbarten Schnittebenen (siehe 3.5) kann mit sehr groBer
Wabhrscheinlichkeit davon ausgegangen werden, dass diese Region Teil der ,,area at
risk* war. Wie auch in der Literatur beschrieben wurde je ein Drittel der Felder im
endokardialen, mittleren/myokardialen und epikardialen Bereich der Wand des
linken Ventrikels gelegt [119]. In drei Schnitten pro Tier wurde insgesamt 1 mm®
ausgezihlt. Abbildung 3.13 zeigt die Anordnung der Auswertungsareale innerhalb
der Vorderseitenwand des linken Ventrikels. Die Gesamtzahl der TUNEL-positiven
Kerne der Kardiomyozyten wurde entsprechend anderen Publikationen [47;73;150]
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pro Fliche (mm?) angegeben und statistisch zwischen den Gruppen verglichen. Auf
eine Angabe der relativen Anteile von TUNEL-positiven Kernen an der Gesamtzahl
der Kerne wurde verzichtet, da eigene Vorversuche sowie Ergebnisse aus der
Literatur [47] gezeigt hatten, dass durch die hierfiir notwendige Gegenfarbung aller
Zellkerne Uberlagerungsphinomene entstanden wiren, die eine Identifikation der
TUNEL-positiven Kerne deutlich erschwert hétten. Die Auszdhlung erfolgte
geblindet. Im Anschlufl wurde die Kodierung der Tiere aufgehoben. In Abbildung
3.14 sind Fotos von TUNEL-positiven Zellkernen nach unterschiedlichen

Féarbungen dargestellt.

Abbildung 3.13 Schematische Darstellung der verschiedenen
Auswertungsareale zur Quantifizierung der TUNEL-positiven Zellkerne. Die
Areale wurden im Verlauf des Lotes zur Verbindungslinie der Ansétze des
rechten Ventrikels innerhalb der vermuteten ,area at risk“ platziert. a)
endokardiales 1/3, b) mittleres 1/3, ¢) epikardiales 1/3.

wahrscheinliche
Area at Risk
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Abbildung 3.14 Darstellung von verschieden angefirbten TUNEL-
positiven Zellkernen (a-d) im Myokard nach 25 min Ischdmie und 120 min
Reperfusion im Rahmen der Pilotversuche.

B = - (a) Farbung durch
i _ '.f‘f‘,. , i R Alkalische Phosphatase und
PR\ AR & i das Substrat Fast-Red -
.'".“‘.-:_‘:' i . 5 tel S Tablets. Zytoplasmatische
T R : Strukturen wurden mit Light
E il VR Y Green angefarbt.

(b) Farbung durch
Fluorescein

(c) Farbung durch
Tetramethylrodamin (TMR)

(d) Positiv-Kontrolle nach
Inkubation mit DNAse I und
Féarbung mit Tetramethyl-
rodamin (TMR)
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4. Ergebnisse

4.1. Intraoperative Messwerte

Die intraoperativen Messwerte wurden im folgenden (4.1.1-4.1.8) nur fiir die Tiere
aufgefiihrt, die den Versuch mit kompletter Ischimie und 120 miniitiger
Reperfusion durchlaufen hatten (n=32). Die jeweilige Uberlebenszeit in den
einzelnen  Versuchsgruppen ist in Abbildung 3.1 unter zusitzlicher
Berticksichtigung der Tiere, die nach Randomisierung aber noch vor der Ischimie
bzw. vor therapeutischer Applikation von HBOC-200 oder in der Reperfusion
verstarben (n=14), veranschaulicht. Vor Ablauf der Randomisierung verstarben 10

Tiere, die nicht dargestellt sind.

Abbildung 4.1 Darstellung der Uberlebenskurve (Kaplan-Meier) in den
einzelnen Versuchsgruppen in Absolutwerten; am Ende
der Reperfusion ergibt sich die Zielgrolie n=8 pro Gruppe.
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411 Gewicht

Beziiglich des Korpergewichtes der Versuchstiere traten keine Unterschiede
zwischen den einzelnen Gruppen auf. Das schwerste Tier, das den Versuch
komplett durchlief, wog 482g, das leichteste 280g. In Tabelle 8.1 im Anhang (8.3.1)
sind die Daten als MW=SD aufgefiihrt.

4.1.2. Hamodynamik

Sowohl der arterielle Mitteldruck als auch der zentralvendse Druck und die
Herzfrequenz zeigten auf die Gesamtzeit des Versuches bezogen keine relevanten
Unterschiede zwischen den Gruppen. Ausnahmen stellten erwartungsgemil die
jeweiligen Applikationszeitpunkte von HBOC-200 dar. Hierbei kam es zu einem ca.
10-20 mintitigen deutlichen Anstieg des arteriellen Mitteldruckes und somit zu
signifikanten Gruppenunterschieden zu den Zeitpunkten ,,Applikation Prophylaxe
+10 min*“ und ,,Applikation Prophylaxe +20 min“ zwischen der Prophylaxe- und
der Negativ-Kontrollgruppe. Die Daten sind als MW=SD in den Tabellen 8.2-8.4
im Anhang (8.3.2) dargestellt.

4.1.3. Temperatur

Die Korpertemperatur verhielt sich gruppeniibergreifend iiber die gesamte
Versuchszeit hinweg konstant. Wie aus den Daten (MW=SD) in Tabelle 8.5 im
Anhang (8.3.3) ersichtlich, traten allerdings zu den Zeitpunkten ,,Reperfusion +10
min®, ,,Reperfusion +20 min* und ,,Reperfusion +30 min* signifikant hohere Werte

bei den Tieren der Therapie-Gruppe auf als in der Negativ-Kontrolle.

4.1.4. Inspiratorische Sauerstoff-Konzentration und Blutgasanalysen

Die inspiratorische Sauerstoffkonzentration unterschied sich nicht zwischen den
Gruppen. Nur zum Zeitpunkt ,,Ruhephase +30 min“ waren im Rahmen der
Aquilibrierung nach der Priparationsphase vereinzelt noch Maximalwerte bis 0,5
notwendig. Nachfolgend lagen alle Werte zwischen 0,29 und 0,4 (MWZSD in
Tabelle 8.6 im Anhang (8.3.4)). Der PaO; konnte bei allen Tieren zwischen 70 und
160 mmHg gehalten werden. Gruppenunterschiede traten weder hierbei noch bei
der arteriellen Sauerstoffsittigung oder dem arteriellen Sauerstoffgehalt auf. Der
PaCO, unterschied sich ebenfalls nicht zwischen den Gruppen. Eine Normo- bzw.

leichte Hyperventilation zur Unterdriickung der Spontanatmung konnte in allen
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Fillen gewihrleistet werden. Die Tabellen 8.7-8.10 im Anhang (8.3.4) zeigen die

Daten der jeweiligen Parameter als MW=SD.

4.15. Fraktionelle O,-Sattigung des Hamoglobins und Hamoglobin-
konzentrationen

Weder beziiglich der Konzentration von Gesamt-Hédmoglobin, Oxy-Hédmoglobin,
Carboxy-Héamoglobin noch von Met-Hdmoglobin konnten Unterschiede zwischen
den Gruppen festgestellt werden. Dies war insbesondere auch nach Applikation von
HBOC-200 nicht der Fall. Das Carboxy-Hamoglobin betrug zu allen
Messzeitpunkten in allen Gruppen 0% des tHb. Das Met-Hdmoglobin stieg im
Vergleich zur Referenzgruppe (Positiv-Kontrolle) nicht an. Die Maximalwerte
betrugen 0,6% (Positiv-Kontrolle) respektive 0,4% (Prophylaxe). Dagegen erfolgte
erwartungsgeméil nach der Applikation von HBOC-200 in der Prophylaxe- und
Therapie-Gruppe ein Konzentrationsanstieg des plasmatischen Hdmoglobins im
Blutplasma mit signifikanten Unterschieden zur Referenzgruppe. Die
Konzentrationen an plasmatischem Hémoglobin lagen kurz nach Applikation in den
Behandlungsgruppen zwischen minimal 0,7 und maximal 12 g dI'. Zum
Versuchsende fielen diese auf Werte von ca. 0,7 g/dl in der Therapie-Gruppe und
0,47 g/dl in der Prophylaxe-Gruppe ab. Die Daten sind als MW=SD in den Tabellen
8.11-8.14 im Anhang (8.3.5) aufgefiihrt.

4.1.6. Saure-Basen-Haushalt
Anhand der Daten (MW=SD) in den Tabellen 8.15-8.17 im Anhang (8.3.6) ist
ersichtlich, dass die Werte des arteriellen pH sowie von Standard-Bicarbonat und

Base-Excess ohne Gruppenunterschiede stabil gehalten werden konnten.

4.1.7. Blutzucker

Die Glucose-Konzentration lag bei allen Tieren in einem Bereich zwischen 55 und
160 mg dI"'. Gruppenunterschiede bezogen auf den Mittelwert traten nicht auf. Die
Daten sind als MW=SD in Tabelle 8.18 im Anhang (8.3.7) dargestellt.

4.1.8. Elektrolyte
Die Elektrolyte konnten weitgehend stabil gehalten werden. Bei verschiedenen
Tieren aller Gruppen mit Ausnahme der Negativ-Kontrolle stiegen im Verlauf die

Kalium-Konzentrationen in hochpathologische Bereiche bis maximal 9,5 mmol 1!
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an, ohne dass es hierbei jedoch zu Gruppenunterschieden bezogen auf den
Mittelwert kam. Die Tabellen 8.19-8.21 im Anhang (8.3.8) zeigen die Daten als
MW=SD.

4.2. *“Areaat risk”

Die ,,area at risk* stellte sich nach ,,in-vivo*“-Patentblau-Injektion am Ende der 120
miniitigen Reperfusion nach erneuter Koronararterienligatur als nicht angeférbtes
Areal dar. Da in der Negativ-Kontrollgruppe (Gruppe 1) zu keinem Zeitpunkt eine
Ligatur der linken Koronararterie erfolgte und somit keine ,,area at risk* vorhanden
war, wurde die Gruppe nicht in die Auswertung miteinbezogen. Diese Tiere dienten

als Nullwert flir die Untersuchungen der DNA-Schéden.

Bezogen auf das Verhéltnis der ,area at risk zum Gesamtvolumen des linken
Ventrikels konnten in den verbleibenden drei Gruppen zwar keine signifikanten
Unterschiede nachgewiesen werden, es zeigte sich jedoch eine Tendenz zu
niedrigeren Werten in der Prophylaxe-Gruppe (26,1+ 7,6%) im Vergleich zur
Positiv-Kontrolle (30,5 + 10,0%) Bei der Betrachtung der Absolutwerte der ,,area at
risk* erscheint dieser ebenfalls nicht signifikante Trend noch deutlicher, was jedoch
auf das im Mittel kleinere Volumen des linken Ventrikels in der Gruppe 4
(Prophylaxe) zuriickzufiihren ist. Die Werte der Tiere, die zehn Minuten nach
Ischdmieinduktion die therapeutische Applikation von HBOC-200 in der gleichen
Dosierung erhalten hatten, waren dagegen nahezu identisch (30,1+ 10,5%) mit

denen der Positiv-Kontrolle. Die Ergebnisse sind in Tabelle 4.1 dargestellt.

Tabelle 4.1  Ubersicht iiber die absoluten Volumina (mm3) von linkem Ventrikel
(LV), ,,area at risk® sowie den Relationen dieser Volumina in Prozent. Angegeben sind
neben Mittelwert (MW) und Standardabweichung (SD) das 95% Konfidenzintervall fiir
den Mittelwert sowie die minimalen und maximalen Werte der Versuchsgruppen.

Gruppe MW SD 95%-Konfidenzintervall | Minimum | Maximum
Parameter Untergrenze| Obergrenze
LV (mms3) Positiv-Kontrolle | 817,8 | 1514 691,2 9444 520,0 1015,0
Therapie 7853 | 403 751,6 818,9 725,0 855,8
Prophylaxe 7114 | 781 646,1 776,7 5817 8177
"area at risk" (mm3)  |Positiv-Kontrolle | 237,6 37,1 206,6 268,6 168,0 284,0
Therapie 2361 | 811 168,2 304,0 146,7 410,0
Prophylaxe 186,6 | 56,1 139,1 234,1 87,6 287,0
"area at risk"/ LV (%) |Positiv-Kontrolle | 30,5 10,0 22,1 38,9 18,1 51,2
Therapie 30,1 10,5 21,3 38,9 18,7 53,7
Prophylaxe 26,1 7,6 19,8 325 15,1 40,6
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4.3. Nick-Translation

Die Auswertung der ,in-situ“-Nick-Translation erfolgte fiir alle vier
Versuchsgruppen. Aufgrund von Beschiddigungen der Gefrierschnitte von Tier 13
aus der Gruppe 1, die eine korrekte planimetrische Auswertung im Rahmen der
Densitometrie unmdglich machten, wurde dieses Tier von der Auswertung
ausgeschlossen. Die Ergebnisse der Negativ-Kontroll-Gruppe sind infolgedessen
nur auf 7, anstatt wie in den anderen Gruppen auf jeweils 8, Tiere zuriickzufiihren.
Der Grad der Schiddigung ist im Folgenden als relativer Anteil der
Schwirzungsintensitit des internen Standards der Microscales, der demzufolge
100% entspricht, in Prozent dargestellt. Die Schwirzungsintensitét korreliert hierbei
mit der Rate an DNA-Einzelstrangbriichen. Abbildung 4.2 zeigt exemplarisch fiir

jede Gruppe jeweils einen basisparallelen Schnitt der Ebene 8.

Abbildung 4.2 Dargestellt ist exemplarisch jeweils ein basisparalleler
Schnitt des Herzens (Ebene 8) eines Tieres der Positiv-Kontrolle (a), der
Negativ-Kontrolle (b), der Therapie- (c) und der Prophylaxe-Gruppe (d).

a o b *
- " ﬁ
4 i =
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Im Hinblick auf das Ziel einer Validierung der Nachweismethode der
densitometrischen Auswertung der ,»in-situ*“~-Nick-Translation nach
Autoradiographie war eine signifikante Diskriminisation zwischen der Positiv- und
der Negativ-Kontrollgruppe moglich. Die 95%-Konfidenzintervalle des
Mittelwertes beider Gruppen wiesen keine Uberlappungen auf (Abb. 4.3). Dies galt
sowohl fiir den linken Ventrikel insgesamt (p=0,008) als auch fiir das epikardiale
1/3 (p<0,004) sowie fiir das mittlere 1/3 (p=0,011) des linken Ventrikels (Abb.4.4
und 4.5). Im endokardialen Drittel (Abb.4.6) waren die Unterschiede zwar ebenfalls
signifikant (p=0,024), doch kam es hier zu einer geringfiigigen Uberlappung der
Konfidenzintervalle beider Gruppen. Obwohl die Schwirzungsintensitit und damit
der Grad an DNA-Einzelstrangbriichen auch im rechten Ventrikel, also sicher
auBBerhalb des eigentlichen Schiadigungsareales, wesentlich hoher in der Positiv-

Kontrolle waren, konnte in diesem Fall keine Signifikanz erreicht werden

(Abb. 4.7).

Deutliche Unterschiede traten auch bei der Betrachtung der beiden
Behandlungsgruppen auf. Entsprachen die relativen Schéidigungsgrade in der
Therapie-Gruppe in allen Arealen des linken Ventrikels weitestgehend denen der
Positiv-Kontrollgruppe, so waren diese in der Prophylaxe-Gruppe nicht nur im
gesamten linken Ventrikel (p<0,039), sondern auch im epikardialen (p<0,034) und
mittleren Drittel (p<0,045) signifikant geringer als in der Positiv-Kontrolle. Mit
p=0,057 wurde die Signifikanz im endokardialen Drittel nur minimal verfehlt
(Abb.4.3-4.6). Im rechten Ventrikel (Abb.4.7) zeigte sich ebenfalls eine Tendenz zu
erheblich geringeren Schidigungsintensititen in der Prophylaxe-Gruppe bezogen
auf die Positiv-Kontrolle (p=0,09). Im rechten Ventrikel konnte auch bei den
Tieren, denen HBOC-200 therapeutisch appliziert worden war, ein derart positiver

Effekt festgestellt werden (p=0,12).
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Abbildung 4.3 Darstellung der relativen Schwérzungsdichte in der
Autoradiographie nach Nick-Translation als Nachweis der Intensitat der DNA-
ESB in der gesamten Wand des linken Ventrikels (p vs. Positiv-Kontrolle).
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Abbildung 4.4 Darstellung der relativen Schwirzungsdichte in der
Autoradiographie nach Nick-Translation als Nachweis der Intensitiat der DNA-
ESB im epikardialen 1/3 der Wand des linken Ventrikels (p vs. Positiv-
Kontrolle).
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Abbildung 4.5 Darstellung der relativen Schwérzungsdichte in der
Autoradiographie nach Nick-Translation als Nachweis der Intensitat der DNA-
ESB im mittleren 1/3 der Wand des linken Ventrikels (p vs. Positiv-Kontrolle).

Mittleres 1/3 des linken Ventrikels

p=0,011 p=0,912 p=0,045
200 - ' ' T '
180 A
- o)
S 160 - o _
2 140 ]
§ 120 - o
A 100 | ¢
S 80 - o
g 601 E L
x 40 - ¢ °
° °
20 A
0 T T T 1
Negativ- Positiv- Therapie Prophylaxe
Kontrolle Kontrolle
Gruppen
& Miteelwert =95% Konf. Untergrenze ==95% Konf. Obergrenze © Minimum O Maximum
Abbildung 4.6 Darstellung der relativen Schwarzungsdichte in der Auto-

radiographie nach Nick-Translation als Nachweis der Intensitit der DNA-ESB
im endokardialen 1/3 der Wand des linken Ventrikels (p vs. Positiv-Kontrolle).
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Abbildung 4.7

Darstellung der relativen Schwirzungsdichte in der

Autoradiographie nach Nick-Translation als Nachweis der Intensitat der DNA-
ESB in einem repriasentativen Areal des rechten Ventrikels (p vs. Positiv-

Kontrolle).
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4.4. DNA-Laddering

In der Gelelektrophorese zeigte die serielle Darstellung der DNA-Fragmente fiir
samtliche Schnitte der 3 Positiv-Kontrolltiere innerhalb der ,area at risk”
apoptosespezifische Banden bei 180-200 Basenpaaren innerhalb eines ,,Smears*
(Grauschleier) von Molekiilen stochastischer Grofle (Abbildung 4.8). In den

Negativ-Kontrollen stellten sich demgegeniiber keine Banden dar.

Abbildung 4.8 Fotographische Darstellung (unter UV-Licht) einer
Gelelektrophorese von DNA-Proben aus der ,area at risk“ des Myokards des
linken Ventrikels der separaten Tiere der Positiv- und Negativ-Kontrolle aus
Vorversuchen. An der rechten Seite sind an der Kontrolle zur Orientierung die
MolekiilgroBen in Basenpaaren (bp) vermerkt. Es zeigen sich
apoptosespezifische Banden von 180-200 bp (rot eingekreist) bei den Positiv-
Kontrolltieren.

e
- Rt 3 i

Neg. | Pos. la Pos.Ib Neg.Il Pos.ll  Pos. Il Neg. Il

Gruppe und Tiernummer der Gewebeprobe
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4.5. TUNEL-Reaktion

In die Auswertung der TUNEL-Reaktion durch mikroskopische Auszdhlung der
TUNEL-positiven Zellkerne wurden alle vier Versuchsgruppen eingeschlossen.
Aufgrund der ausgedehnten Schidden an den Gefrierschnitten von Tier 13 (Negativ-
Kontrollgruppe) konnte dieses Tier wie bei der Nick-Translation auch in diesem
Fall nicht beriicksichtigt werden, da eine verlédssliche topographische Zuordnung
und Auswertung nicht gewéhrleistet gewesen wéren. Die Ergebnisse sind im
Folgenden als TUNEL-positive Zellkerne pro mm” angegeben. Exemplarisch ist in
Abbildung 4.9 jeweils ein Auszdhlungsfeld in Ebene 8 mit Messraster von jeder

Gruppe dargestellt.

Abbildung 4.9 Dargestellt ist je ein Auszihlungsfeld eines Tieres der Positiv-
Kontrolle (a), der Negativ-Kontrolle (b), der Therapie- (¢) und der Prophylaxe-Gruppe
(d) mit Messraster bei 400facher VergréBerung nach Fiarbung mit Alkalischer
Phosphatase und Fast-Red-Tablets sowie Plasmafiarbung mittels Light Green. TUNEL-
positive Kerne stellen sich rot dar (exemplarisch in Abb. b gelb markiert).
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Es konnte keine sichere Trennung zwischen der Positiv- und der Negativ-
Kontrollgruppe fiir den linken Ventrikel aufgezeigt werden. Stattdessen fanden sich
sowohl fiir den linken Ventrikel insgesamt, fiir jedes seiner Teilareale als auch fiir
den rechten Ventrikel groBe Uberlappungen der 95% Konfidenzintervalle des
Mittelwertes zwischen den Gruppen beziiglich der DNA-Doppelstrangbriiche
(Abb.4.10-4.14). Die Tiere innerhalb einer Gruppe wiesen eine grofle Streubreite
der TUNEL-positiven Zellkerne pro mm® auf. Die drei Schnitte eines Tieres
lieferten dagegen relativ. homogene Ergebnisse. Trotz der fehlenden
Diskriminisation fand sich eine tendenziell hohere Dichte an DNA-

Doppelstrangbriichen in der Positiv-Kontrollgruppe.

Auch fiir die beiden Behandlungsgruppen konnte aufgrund der Anzahl an TUNEL-
positiven Zellkernen pro mm® im linken Ventrikel keine Signifikanz der
festgestellten Unterschiede erreicht werden. Die Tiere der Prophylaxe-Gruppe
wiesen in diesem Fall allerdings deutlich hhere Werte auf als die der Therapie-
Gruppe (Abb.4.10-4.13). Bei der genauen Betrachtung der Ergebnisse fallt auf, dass
in den endokardialen und epikardialen Arealen in allen Gruppen eine groflere
Anzahl von TUNEL-positiven Zellkernen pro mm? ermittelt wurde als im mittleren
Drittel. Diese Beobachtung konnte auch bei den hier nicht dargestellten Kontrollen
nach Schidigung aller Zellkerne mit DNAse I gemacht werden (siehe 3.8.1), so
dass davon ausgegangen werden muss, dass die Dichte an Zellkernen im Préparat in
diesen Arealen allgemein hoher war als in der mittleren Region. Fiir die Kontrollen
mit DNAse I ergaben sich zum Vergleich Werte von 800+ 300 TUNEL-positive
Zellkerne pro mm’ fiir den linken Ventrikel. Reprisentative Areale des rechten
Ventrikels zeigten in allen Gruppen TUNEL-positive Zellkerne (Abb.4.14). Auch in
diesem Fall wiesen die Tiere der Prophylaxe-Gruppe die hochsten Werte auf. Es

lieBen sich jedoch keine Signifikanzen feststellen.
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Abbildung 4.10 Darstellung der relativen Haufigkeit von TUNEL-
positiven Zellkernen (n/mm?) im Myokard des linken Ventrikels innerhalb der
sarea at risk“ (p vs. Positiv-Kontrolle).
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Abbildung 4.11 Darstellung der relativen Hiufigkeit von TUNEL-
positiven Zellkernen (n/mm?) im epikardialen 1/3 des Myokards des linken
Ventrikels innerhalb der ,area at risk“ (p vs. Positiv-Kontrolle).
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Abbildung 4.12 Darstellung der relativen Héaufigkeit von TUNEL-
positiven Zellkernen (n/mm?) im mittleren 1/3 des Myokards des linken
Ventrikels innerhalb der ,area at risk“ (p vs. Positiv-Kontrolle).
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Abbildung 4.13 Darstellung der relativen Héaufigkeit von TUNEL-
positiven Zellkernen (n/mm?) im endokardialen 1/3 des Myokards des linken
Ventrikels innerhalb der ,area at risk“ (p vs. Positiv-Kontrolle).
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Abbildung 4.14 Darstellung der relativen Hiufigkeit von TUNEL-
positiven Zellkernen (n/mm?) in einem reprisentativen Ausschnitt im Myokard
des rechten Ventrikels (p vs. Positiv-Kontrolle).
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5. Diskussion

5.1. Validierung der ,,in-situ“-Nick-Translation

Die ,,in-situ“-Nick-Translation stellt die Standardmethode zum Nachweis von
DNA-ESB in unterschiedlichen Geweben dar [18;66;115]. Standl et al.
verwendeten sie erstmals als quantifizierende Technik durch densitometrische
Auswertung nach Autoradiographie fiir grofere Auswertungsareale im
Koronarstenosemodell am Hundeherzen [162]. Hierbei war die Rate an DNA-
Einzelstrangbriichen im Versorgungsgebiet der LAD in der Gruppe, die eine
prophylaktische Applikation von HBOC-200 erhalten hatte, am geringsten. Im
vorliegenden Versuch konnte mittels dieser Technik eine signifikante Trennung
der Negativ- von der Positiv-Kontrollgruppe erfolgen. Die 95%
Konfidenzintervalle beider Gruppen wiesen keine Uberlappungen auf. Damit
konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass die ,,in-situ“-Nick-Translation am
Gefrierschnitt des Rattenherzens nach Ischimie und Reperfusion eine verldssliche
Technik zum Nachweis von DNA-Einzelstrangbriichen darstellt. Aulerdem bietet
dieses Verfahren eine Reihe von Vorteilen. Die Visualisierung der Schédden
mittels Autoradiographie ermdglicht eine topographische Zuordnung innerhalb
des Herzens. Des weiteren erlaubt die ,,in-situ“-Nick-Translation im Gegensatz
z.B. zum Infarktnachweis mittels TTC [34], der nur eine ,,entweder-oder-
Entscheidung® zulésst, eine wesentlich differenziertere Betrachtung der Schdden
z.B. beziiglich der Gewichtung (stark — schwach), der transmuralen Verteilung
innerhalb des linken Ventrikels oder zwischen den einzelnen Gruppen. Aullerdem
werden auch Schiden sicht- und quantifizierbar, die sicher auBlerhalb der ,,area at
risk* liegen und damit nicht primér durch die Ligatur und die damit verbundene
Ischdmie, sondern vermutlich sekundir durch Metabolite oder himodynamische
Belastungen entstanden sind. Hierdurch konnen die Auswirkungen von HBOC-
200 auch in diesen Arealen, in die es sowohl vor als auch nach der Ligatur
ungehindert gelangen konnte, differenziert betrachtet werden. Eine
Weiterentwicklung dieses Verfahrens konnte darin bestehen, die Abgrenzungen
der ,area at risk® mit Hilfe von Bildbearbeitungsprogrammen in den
densitometrisch auszuwertenden Schnitten sichtbar zu machen, um die Verteilung

der Schadensrate innerhalb der ,,area at risk* beurteilen zu konnen.
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5.2. Effekte von HBOC-200 auf DNA-Einzelstrangbriiche

In der vorliegenden Arbeit konnte im Kleintiermodell der Ratte erstmalig
nachgewiesen werden, dass die prophylaktische Applikation von 0,4 g kg” HBOC-
200 vor Anlage einer Ligatur der linken Koronararterie mit nachfolgender
25 miniitiger Ischimie und 120 miniitiger Reperfusion die DNA-
Einzelstrangbruchrate im gesamten linken Ventrikel im autoradiographischen
Nachweis nach ,,in-situ“-Nick-Translation im Vergleich zur unbehandelten
Kontrollgruppe signifikant verringert. Diese Wirkung bestdtigt sich bei der
isolierten Betrachtung der Teilareale sowohl fiir das epikardiale als auch fiir das
myokardiale Drittel mit eindeutigen Ergebnissen. Im Hinblick auf das endokardiale

Areal wurde das Signifikanzniveau nur geringfligig verfehlt.

Einer der zugrundeliegenden Wirkmechanismen konnte in der verbesserten
Gewebeoxygenierung durch HBOC bestehen. Diese Effekte zellfreier
Hamoglobinlosungen konnten bereits in zahlreichen Versuchen am Hund
aufgezeigt und bestitigt werden [61;62;63;159;160;164]. Nach 95%iger
Stenosierung der A. poplitea waren die Gewebe-O,-Partialdriicke (tPO,) unter
isovoldmischer Anamie (Hb 7,5 g dI'") im poststenotischen Skelettmuskel sowohl
nach prophylaktischer als auch nach therapeutischer Applikation wesentlich hoher
als in der Kontrollgruppe, die Hydroxyethylstirke (HES) erhalten hatte [61]. Auch
nach nahezu vollstindigem Blutaustausch mit HBOC-201 (Hkt=2%) waren die
tPO,-Werte in dieser Gruppe hoher als in der Gruppe, die HES erhalten hatte, und
sogar signifikant hoher als bei der Ausgangsmessung [61]. Dabei konnte fiir
HBOC-201 eine Oxygenierungspotenz von 3:1 im Vergleich zu Warmblut und
drei Wochen alten autologen Erythrozytenkonzentraten (EK) errechnet werden
[160]. Besonders extrem niedrige tPO,-Werte wurden durch die Gabe von HBOC-
200 schneller und effektiver beseitigt als durch Erythrozytenkonzentrate [159].
Weitere positive Wirkungen von HBOC-201 konnten fiir die prophylaktische
Applikation bei Anlage einer 90%igen Stenose des Ramus interventricularis
anterior (LAD) der linken Koronararterie in Kombination mit einer akuten
isovolimen Animie von Hb=7+0,5 g dI"" an Hunden gezeigt werden [6;14;161]:
Sowohl die Kontraktilitit als auch die myokardiale Sauerstoffspannung konnten
im poststenotischen Areal aufrechterhalten werden. Zusitzlich waren die
histologischen Gewebeschidden deutlich vermindert. Durch die therapeutische

Applikation von HBOC-201 wurden die Werte der myokardialen tPO, und der
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Kontraktilitdt des linken Ventrikels im poststenotischen Areal bis fast auf die

Ausgangswerte angehoben.

Auch am Pankreas konnte in interdisziplindren Studien im Rattenmodell die
Effektivitit von HBOC-200 bestitigt werden. Die frilhe und protrahierte
Verabreichung von HBOC-200 nach medikamenteninduzierter Pankreatitis
bewirkte eine signifikante Reduktion von Nekrosen sowie eine Verbesserung der
histologisch verifizierten Organintegritit und Funktion [167;168]. In einer Studie
an Schweinen mit medikamentds induzierter Pankreatitis wurde zum ersten Mal
nachgewiesen, dass die therapeutische Applikation mit HBOC-200 in
Kombination mit einer isovoldmischen Hidmodilution die Gewebe-O,-
Partialdriicke auf Ausgangsniveau anheben konnte. Im Gegensatz hierzu war dies

mit alleiniger Himodilution mit HES oder Ringer-Losung nicht moglich [41].

Die verbesserte Gewebeoxygenierung kann die vorliegenden Ergebnisse jedoch
nur zum Teil erkldren, da es sich in dieser Studie nicht wie in vielen soeben
aufgefiihrten [6;14;60;61] um ein stenosiertes Gefdll handelte, durch das HBOC
noch in das zu untersuchende Areal gelangen konnte, sondern um einen
kompletten Verschluss. Die Maoglichkeit einer Versorgung iiber Kollateralen
wurde durch die Wahl des Versuchstieres minimiert. Eine eventuell erhdhte
Sauerstoffextraktion aus dem Ventrikellumen wiirde sich allenfalls auf das
subendokardiale Myokard auswirken, das im Rahmen von Gefid3verschliissen das
grofite  Risiko einer Hypoxie aufweist [64]. Eine Verbesserung der
subendokardialen Perfusion und des Sauerstoffangebotes mit konsekutiv reduzierter
Mortalitdt konnten Habler et al. bei hdmorrhagischem Schock und Koronarstenose
im Modell am Schwein nach Gabe von DCLHb im Vergleich zu Humanalbumin
erzielen [51]. Gerade in diesem Areal zeigte sich in dieser Studie jedoch ,,nur* eine
starke Tendenz zu einer geringeren Schadensrate im Sinne von DNA-ESB, wihrend
die Ergebnisse fiir das myo- und epikardiale Drittel eine signifikante Reduktion

aufzeigten.

Allerdings konnte durch die prophylaktische Applikation 20 Minuten vor Anlage
der Ligatur eine homogenere Verteilung eines erhdhten mikrovaskuldren
Sauerstoffangebots erreicht worden sein. Die hierdurch verbesserte Oxygenierung
fiihrte moglicherweise zu einer groBeren Toleranz gegeniiber der Ischdmie, so

dass eine Hypoxie des Myokards nur in geringerem Ausmal} oder erst zu einem
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spiteren Zeitpunkt auftrat. Desweiteren ist nach Wiedererdffnung des Gefdlles
durch das Vorhandensein von HBOC im Kreislauf sofort eine verbesserte
Sauerstoffversorgung gerade im azidotischen Gewebe aufgrund des ausgepriagten
Bohr-Effektes moglich. Andererseits konnte das erhohte Sauerstoffangebot aber
theoretisch die Entstehung von Sauerstoffradikalen begiinstigen. Diese stellen
eine wesentliche Komponente der DNA-Schiadigung dar [104]. Andererseits
konnte das HBOC-Molekiil als Protein selbst als Radikalfdnger fungieren. Da
weder in der Prophylaxe- noch in der Therapie-Gruppe ausgepragtere Schiaden als
in der Positiv-Kontrollgruppe auftraten, kann ein durch Radikalenbildung
hervorgerufener negativer Effekt in dieser Studie zumindest indirekt
ausgeschlossen werden. Es erfolgte jedoch keine Bestimmung von Radikalen, so
dass diese Nebenwirkungen, die in ihren Auswirkungen durch die positiven
Eigenschaften von HBOC-200 offensichtlich mehr als kompensiert werden, nicht

ganz ausgeschlossen werden konnen.

Im Hinblick auf die therapeutische Applikation von HBOC-200 konnten weder fiir
den gesamten linken Ventrikel noch fiir einen seiner Teilbereiche signifikante
Wirkungen festgestellt werden. In Anbetracht der Verwendung von HBOC als
Volumenersatzmittel ist es wichtig zu erwédhnen, dass auch keine Erhdhung der
DNA-Schadensrate im Vergleich zur Positiv-Kontrolle auftrat. Diese Tendenz
zeigte sich in abgeschwichter Form auch im Koronarstenosemodell an Hunden bei
einer vergleichbaren Dosierung von HBOC-201. Hierbei kam es in der Prophylaxe-
Gruppe jeweils zu stirkeren Effekten im Hinblick auf die Erhéhung der
myokardialen  Gewebesauerstoffspannung  [161], die Verringerung der
linksventrikuldren Wandbewegungsstorungen [6] sowie die Verminderung

histopathologischer Schéden [14;162] als in der Therapie-Gruppe.

Der ausbleibende Effekt der therapeutischen im Gegensatz zur prophylaktischen
Applikation von HBOC-200 konnte darauf schlieBen lassen, dass zum Zeitpunkt
der Reperfusion ein Teil des Kapillarbettes bereits nicht mehr perfundierbar war,
weshalb die Himoglobinldsung nicht mehr in die ischdmisch geschiadigten Bereiche
gelangen und dort ihre Wirkungen somit nicht entfalten konnte. Derartige Areale,
die trotz vollstindiger Wiederherstellung des epikardialen Blutflusses nach
tempordrer Ischdmie nicht mehr perfundierbar sind, werden als ,,no-reflow*-Areale

bezeichnet. Dieses Phdnomen beruht auf mikrovaskuldren Schiden [127], die
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aufgrund von  Endothelzellschdden, Endothelzellprotrusionen, vaskuliren
Dysfunktionen, perivaskuldren Schwellungen sowie kapilldren Verlegungen durch
Mikroembolien oder Blutbestandteile entstehen [129]. Beeintrdchtigend auf die
Perfusionsverhiltnisse wirken sich aullerdem Leukozytenakkumulation und
Kapillarbettverlegungen durch Leukozyten aus. Auch die Leukozyten-Interaktionen
mit dem GefdBendothel (,rolling and sticking™) stellt einen wesentlichen
Pathomechanismus fiir anhaltende Perfusionsausfille dar. Kennzeichnend fiir das
,ho-reflow* Phdnomen sind ein reduzierter myokardialer Blutfluss, ultrastrukturelle
GefaBalterationen und grofle Areale mit eingeschrinkter Perfusion [78;79]. Des
weiteren steigt das Ausmal} der Perfusionsstorung mit der Dauer der Ischimiephase
an [79]. In der folgenden Reperfusionsphase scheint eine zusétzliche Progredienz zu
erfolgen [2]. Uber den entscheidenden Zeitpunkt der Determination der
Schadensgrofle wird zur Zeit noch diskutiert. Einige Untersucher vertreten den
Standpunkt, dass das AusmalBl von mikrovaskuldren Obstruktionen ausschlieBlich
wiahrend der Ischdmiephase definiert wird [33;78]. Die Hypothese anderer Autoren
fordert dagegen, dass die Aktivierung der die Schidden induzierenden
Pathomechanismen mit dem Einsetzen der Reperfusion erfolgt [4;31]. Die
Ergebnisse dieser Studie lassen den Schwerpunkt in der Ischimiephase vermuten,
da die Applikation von HBOC-200 nach Ablauf der Ischdmiephase (Therapie-
Gruppe) wirkungslos blieb.

Auf diese oben genannten pathophysiologischen Prozesse an den Endothelzellen
sowie die Interaktion mit den Leukozyten scheinen HBOC hemmend oder
abschwichend einzuwirken, sofern sie bereits vor deren Auftreten gegeben werden.
Die Wirkung auf die mikrovaskuldre Integritit zeigten Nolte et al. in Modellen am
Hamster anhand von DCLHb (Diaspirin cross-linked hemoglobin) mittels
Intravital-Fluoreszenz-Mikroskopie  im  quergestreiften = Hautmuskel nach
Hémodilution auf einen Hkt von 30% [113]. Nach Applikation von DCLHb kam es
zu einer kurzen (0-2 min) arterioldren Konstriktion (ca. 20% Reduktion zum
Ausgangsdurchmesser), wihrend die venuldre Blutflussgeschwindigkeit anstieg.
Die mikrovaskuldre Leukozyten-Endothel-Interaktion oder endotheliale
Permeabilitét erhohte sich dagegen nicht. Im Anschluss daran konnte im Rahmen
der Wiederbelebung nach hdmorrhagischem Schock und damit verbundener
Ischimie und Reperfusion im Gegensatz zu den Effekten nach Gabe von

Eigenblut oder Dextran keine Zunahme der Leukozyten-Endothel-Interaktion
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nachgewiesen werden. Gleichzeitig gelang es mit DCLHb, die systemische
Hamodynamik wiederherzustellen und eine Zunahme des venuldren Blutflusses

zu erreichen.

Die Auswirkungen von DCLHb im Vergleich zu Dextran oder Kochsalzlésung
nach einer druckinduzierten Ischdmie und nachfolgender Reperfusion wurden in
einem vergleichbaren Modell untersucht [123]. Fiinfzehn Minuten vor
Reperfusion erhielten die Tiere 5 ml kg'1 10% DCLHD, 6% Dextran 60 oder 0,9%
NaCl. Sowohl nach Gabe von DCLHb als auch von Dextran konnte eine
signifikante Abnahme von ,rolling and sticking” der Leukozyten in den
postkapilliren Venulen im Vergleich zu Kochsalz behandelten Tieren
nachgewiesen werden. Parallel dazu erfolgte eine Wiederherstellung der
funktionellen = Kapillardichte und der  Blutflussgeschwindigkeit.  Der
Gewebssauerstoffpartialdruck normalisierte sich in der frilhen Phase der
Reperfusion (30 min) in diesen Gruppen vollstindig, wohingegen in der NaCl-
Gruppe ein Abfall zu verzeichnen war. Des weiteren konnte in der DCLHb-
Gruppe eine deutliche Reduktion von Gewebeschdden in der Analyse mittels
Elektronenmikroskopie nach 24 Stunden Reperfusion aufgezeigt werden. Eine
Wirkung von HBOC auf Leukozyten wird auch von Saetzler et al. beschrieben.
Nach Gabe eines polynitroxylierten HBOC vor durch Zigarettenrauch induzierter
Stimulation stellten sie eine signifikante Reduktion des Auftretens von Leukozyten-
“Rolling” und -Adhdsion an Endothelzellen sowie von Leukozyten- und

Thrombozyten-Aggregaten fest [140].

Die Ergebnisse der beschriebenen Studien lassen einen Wirkungsmechanismus
von Hamoglobinldsungen wahrscheinlich erscheinen, der in einer Hemmung der
Interaktion von Leukozyten und Endothel besteht und dadurch im Rahmen von

Ischdmie und Reperfusion eine verbesserte Mikroperfusion gewéhrleistet.

Als Ursache fiir eine Reduktion von DNA-FEizelstrangbriichen kommt auch eine
verminderte Aktivierung von Komplement in Frage. Diese wiederum kann auf der
oben dargestellten verminderten Leukozyten-Endothel-Interaktion beruhen. Die
Relevanz des Komplementsystems in diesem Zusammenhang belegt eine
Untersuchung von Ito et al., bei der C6-insuffiziente Tiere im Rahmen von kardialer
Ischimie und Reperfusion signifikant weniger arrhythmische Ereignisse

entwickelten als C6-kompetente Tiere [68]. In einer anderen Studie wurde durch die
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Gabe von Tetrandrine, einem Bisbenzyltetrahydroisodiquinolin, die Adhdsion von
neutrophilen Granulozyten am Endothel gehemmt, wodurch eine Reduktion des
Infarktareals erzielt werden konnte. Auch eine Verringerung ventrikuldrer

Arrhythmien wurde beobachtet [151].

Betrachtet man die Schidigung des rechten Ventrikels in der Positiv-
Kontrollgruppe, so zeigt sich auch in diesem sicher auflerhalb der ,,area at risk*
gelegenen Areal eine Zunahme der Rate an DNA-Einzelstrangbriichen im
Vergleich zur Negativ-Kontrolle. Urséchlich hierfiir sind wahrscheinlich sekundére
Schiden aufgrund der erhohten hidmodynamischen Belastung nach dem
Infarktereignis. Auch in diesem Areal bewirkte die prophylaktische Applikation
von HBOC-200 eine deutliche Verringerung der Schadensrate auf Werte der
Negativ-Kontrolle. Im Gegensatz zum linken Ventrikel hatte die Therapie &hnlich
positive Auswirkungen. Dieses Ergebnis erklért sich wahrscheinlich dadurch, dass
im Hinblick auf die hdmodynamische Belastung des rechten Ventrikels die
therapeutische Gabe zu einem sehr frithen, eventuell sogar prophylaktischen
Zeitpunkt erfolgte, noch vor vollstindiger Ausbildung der Schdden. AuBerdem
kann HBOC ungehindert zum Myokard des rechten Ventrikels gelangen, ohne dass
Behinderungen des Blutflusses aufgrund von ischdmischen Endothelschiden zu

erwarten sind.

Von Bedeutung sind eventuell auch Wirkungsmechanismen, die fiir
Perfluorocarbone (PFC), einen anderen zellfreien Sauerstofftrager, in zahlreichen
Studien nachgewiesen worden sind. PFC wurden ebenfalls primér als Blutersatz
entwickelt und in Studien am Menschen eingesetzt [93;116;153;154;155;172]. In
verschiedenen Tiermodellen konnte zusitzlich eine Reduktion von Ischdmie- und
Reperfusionsschdden am Herzmuskel gezeigt werden [5;37;38;39;40;81]. Aufgrund
der sehr positiven Ergebnisse in klinischen Studien [3;21;22;69;176] wurde in den
USA 1989 eine Zulassung fiir PFC fiir die intrakoronare Applikation bei der

percutanen transluminalen coronaren Angioplastie (PTCA) erteilt.

Kolodgie et al. konnten im Hundemodell nach 90 min Ischimie und 210 min
Reperfusion nachweisen, dass die intrakoronararterielle Gabe von oxygenierten
PFC das Auftreten von ,,no reflow*-Arealen vermindert. Fiir desoxygeniertes PFC
zeigte sich diesbeziiglich kein signifikanter Effekt. Dennoch war auch hier die

Anzahl von Kapillaren, die durch neutrophile Granulozyten obliteriert waren, im
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Vergleich zur Kontrollgruppe reduziert [82]. Dabei beruhte die Wirkung von PFC
vermutlich hauptsichlich auf einer Reduktion der cytotoxischen Wirkungen von
neutrophilen Granulozyten an geschédigtem kardialen Endothel und Myokardzellen
[38;39], was auf einer direkten phagozytotischen Stimulation und Aktivierung des

Komplementsystems durch PFC zu beruhen scheint [37].

Die Beeinflussung der Leukozyten-Endothel-Interaktion durch PFC wird nicht nur
am ischdmischen Myokard, sondern auch in experimentellen Untersuchungen an
Lunge und Muskel deutlich [173;185]. Eine verminderte Aktivierung von
neutrophilen Granulozyten und konsekutive Reduktion von Superoxiden im
Rahmen der Reperfusion konnte in zwei Studien beobachtet werden, in denen
oxygeniertes PFC transluminal in den ischdmischen Darm verabreicht wurde. Die

Schéden an Darm und Lunge waren darauthin vermindert [117;138].

Eine Grundvoraussetzung fiir positive Effekte durch PFC stellt eine gleichzeitige
Hyperoxie dar [81], wodurch sie sich in einem wesentlichen Punkt vom HBOC-
200, das auch bei Atmung von Raumluft Wirkungen zeigt, unterscheiden. Dieser
hohere Sauerstoffgehalt (100% PFC vs. 30% HBOC) konnte die Gefahr der
Entstehung von O,-Radikalen zusétzlich erhohen. Aullerdem handelt es sich bei den
angefiihrten Studien ausschlieBlich um therapeutische Applikationen. Gerade dieser
therapeutische Einsatz von HBOC-200 zeigte in diesem Experiment bezogen auf
den linken Ventrikel keine signifikante Wirkung im Nachweis mittels Nick-

Translation.

5.3.  Qualitativer Nachweis von Apoptose

Aus den unter Abschnitt 3.7 genannten Griinden wurde Apoptose zundchst in
Vorversuchen qualitativ mittels DNA-Laddering spezifisch fiir dieses Modell
nachgewiesen. Die Darstellung von Banden in dem fiir Apoptose
charakteristischen Bereich von 180-200 Basenpaaren im unbehandelten
Kontrolltier, erlaubte einen positiven Riickschluss, trotz der von uns gewéhlten
relativ kurzen Ischdmiezeit von 25 min bei 120 min Reperfusion. Aufgrund der
zahlreichen Varianten der beschriebenen Untersuchungen zu Apoptose sowohl im
Hinblick auf Ischdmie- und Reperfusionszeiten als auch Modell-Design und
Auswertungsverfahren [29] stellt sich eine Diskussion anhand der Literatur

schwierig dar. Die Aussagen divergieren im Extremfall zwischen einem positiven
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qualitativen Nachweis von Apoptose in allen Féllen (n=7) nach 30 min Ischimie
und 4 h Reperfusion in einer Studie an Kaninchen [47] und einem génzlich
fehlenden Nachweis von Apoptose in Studien von Ohno und Takemura, die
ebenfalls an Kaninchen durchgefiihrt wurden [118;170]. Letztere beinhalteten im
Versuchsprotokoll Ischdmiezeiten von 30 min und eine Reperfusion von 2-24 h.
Dariiberhinaus gibt es Untersuchungen an der Maus mit einer Ischdmie von 3-24 h
[87]. Dem hier angewandten Modell noch am néchsten kommen Okamura et al. im
Rahmen ihrer Experimente an Ratten mit einer Ischimiezeit von 30 min und einer
Reperfusion von 6 h im Gegensatz zu 2 h in dieser Studie [119]. Andere Studien an
Ratten nutzten Ischimiezeiten von bis zu 2 Tagen [72;73]. Hierdurch wird deutlich,
dass das Zeitfenster, in dem Apoptose auftritt, noch nicht endgiiltig geklart ist.
Relativ sicher steht dagegen heute fest, dass Apoptose in der Ischdmie induziert und
wiahrend der Reperfusion ausgefiihrt wird [8;36;42], weshalb ohne Reperfusion

kaum Apoptose zu erwarten ist.

Bisherige Studien zeigen, dass der Zelltod im Rahmen von myokardialen [7] und
cerebralen [95;96] Ischdmien sowohl in Form von Apoptose als auch Nekrose
auftritt, wobei der Nekroseanteil tiiberwiegt [17]. Bei der differenzierten
Betrachtung der Verteilung dieser beiden Arten des Zelltodes innerhalb des
Infarktareales féllt eine Akkumulation von apoptotischen Zellen im Randbereich,
der Penumbra, auf. Hierbei handelt es sich um Gewebe, das zwar in seiner Funktion
eingeschrinkt ist, aber noch einen zum Uberleben vorliufig noch ausreichenden
Restmetabolismus aufweist. Zentral dagegen ist liberwiegend Nekrose nachweisbar
[7;17;95;96]. Eine strikte Trennung von Apoptose und Nekrose kann jedoch nicht
erfolgen, da es sich um einen dynamischen und progressiven Prozel3 handelt [17].
Als Ausloser fiir Apoptose konnen dabei sowohl DNA-Einzel- als auch
Doppelstrangbriiche wirken [18;71].

5.4. Effekte von HBOC-200 auf DNA-Doppelstrangbriiche
Die quantitative Auswertung der DNA-Doppelstragbriiche mittels TUNEL-
Reaktion zeigte keine signifikanten Ergebnisse, da die Streubreite der TUNEL-

positiven Kerne/mm* innerhalb der Gruppen zu gro war. Weder die Negativ-
Kontrolle noch eine der Behandlungsgruppen zeigte im Vergleich zur Positiv-

Kontrolle eindeutige Unterschiede. Die Interpretation der Ergebnisse war
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erheblich erschwert, da keine genaue Zuordnung der Messareale zur Nekrosezone
und zur ,area at risk“ erfolgte. Diese topographische Zuordnung miisste in
folgenden  Studien sichergestellt werden, beispielsweise durch ein
autoradiographisches Verfahren dhnlich wie bei der Nick-Translation. Vor dem
Hintergrund der Tatsache, dass Apoptose ein energieabhéngiger Prozess ist [26],
lasst sich der erkennbare Trend zu einer hoheren Dichte an TUNEL-positiven
Kernen in der Prophylaxe-Gruppe im Vergleich zur Positiv-Kontrollgruppe
eventuell durch ein hoheres Sauerstoffangebot aufgrund von HBOC und der
daraus resultierenden Moglichkeit zur oxidativen Energiegewinnung erkliren.
Zum Teil spielt auch die kleinere ,,area at risk* in dieser Gruppe eine Rolle. Es
muss auBBerdem in Erwidgung gezogen werden, dass HBOC-200 selbst Apoptose
induziert. Eine Untersuchung an bovinen Endothelzellen fiihrte wihrend der
Inkubation mit DCLHb in Gegenwart von H,O, zu einem verstirkten Auftreten
von Apoptose [24]. Dies konnte eine Ursache fiir die tendenziell hoheren Werte

fiir die Behandlungsgruppen darstellen.

Es ist jedoch noch offen, ob dieser Effekt ausschlieBlich negativ zu beurteilen ist,
oder ob durch ihn ein medikamentdses Eingreifen mit Apoptose-Hemmstoffen,
wie z.B. Caspase- oder Protease-Inhibitoren, ermdglicht wird. Hierfiir sprechen
beispielsweise die Ergebnisse einer Studie von Chen et al. am Gehirn, in der die
Caspase-3 gehemmt wurde. Nach einer cerebralen Ischidmie schien die
Proteaseaktivitét zu sinken und eine bessere Erholung der ischimischen Region zu

erfolgen als in der Kontrollgruppe [19].

Um zusitzliche Unsicherheiten bei der Auswertung zu umgehen, wurde in diesem
Modell keine Gegenfarbung der Kerne durchgefiihrt. Ausgehend von den
Ergebnissen aus den Vorversuchen (siehe 3.8.1) nach Inkubation mit DNAse I, die
in allen Zellkernen Schidden induziert, kann dennoch ein relativer Anteil von
TUNEL-positiven Kernen zur Gesamtzahl der Kerne gemacht werden. Mit 10-
25% in Abhingigkeit von der Versuchsgruppe liegen die Werte dieser Studie etwa
in dem Bereich von Studien, in denen eine Gegenfarbung mit Hematoxylin erfolgt
war [119]. 12-40% apoptotische Zellen traten in einer Studie an Méusen auf [87].
Diese unterschiedlichen Ergebnisse lassen sich wahrscheinlich zu einem

wesentlichen Anteil durch die groen Unterschiede im Studiendesign zuriickfiihren.
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Im Hinblick auf die Spezifitdt der TUNEL-Reaktion beziiglich Apoptose bestehen
jedoch  einige  Unsicherheitsfaktoren. Auch  bei  kumulierten = DNA-
Einzelstrangbriichen, onkotischen Zellen und DNA-Replikation kdnnen positive
Ergebnisse auftreten [74;118]. AuBerdem treten DNA-Doppelstrangbriiche
ebenfalls im Rahmen von Nekrose auf [48;130]. Andererseits konnen auch DNA-
Einzelstrangbriiche als Ausloser fiir Apoptose wirken [18;71]. Trotz dieser
teilweisen Widerspriiche kommt der ,,in-situ“~-TUNEL-Reaktion neben der
qualitativen Detektion von Apoptose durch ,,DNA-Laddering sowie dem
Nachweis von Caspasen-Aktivierung durch ,,Western“- oder ,,Nothern-Blot* als
Methode der quantitativen und lokalisierenden Erfassung die entscheidende
Bedeutung zu [29]. Sie sollte allerdings in Verbindung mit anderen qualitativen
Techniken sowie Nachweisen von DNA-ESB durchgefiihrt werden [28]. Besonders
fiir die frithe Detektion von Ischdmie- und Reperfusionsschdden wird die TUNEL-
Reaktion in Verbindung mit einem TTC-Nachweis empfohlen [169].

5.5.  Hamodynamische Wirkungen und Nebenwirkungen von HBOC

Da im Hinblick auf Nebenwirkungen von HBOC bereits zahlreiche
Untersuchungen an Menschen unter Verwendung wesentlich hoherer Dosierungen
bezogen auf das Korpergewicht als in diesem Modell durchgefiihrt worden sind,
war diese Studie nicht darauf ausgelegt, hdmodynamische Nebenwirkungen
qualitativ und quantitativ zu erfassen. Dennoch soll kurz auf die beobachteten

Effekte eingegangen werden.

Hidmodynamik
Die prophylaktische Applikation von HBOC-200 hatte einen kurzfristigen (10-20

min), aber signifikanten Anstieg des arteriellen Mitteldruckes (MAP) im Vergleich
zu den anderen Gruppen zur Folge. Einfliisse auf die Herzfrequenz oder den
zentralvendsen Druck konnten nicht festgestellt werden. Auch in der Therapie-
Gruppe zeigte sich dieser Effekt allerdings in geringerer Auspragung. Die fehlende
Signifikanz ist in diesem Fall wohl auch auf die zu diesem Zeitpunkt (kurz nach
Koronarligatur) deutlich hohere Varianz des MAP zuriickzufithren. Eine
Beeintriachtigung der Hdmodynamik bis hin zur Dekompensation trat jedoch bei
keinem Tier auf. Obwohl die pathophysiologische Grundlage der hypertensiven

Effekte von Himoglobinldsungen noch nicht endgiiltig geklédrt werden konnte, hat
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in diesem Zusammenhang u.a. die Bindung und die daraus resultierende
Inaktivierung von vasodilatatorisch wirksamen NO bzw. EDRF (“endothelium
derived relaxing factor”) an das freie Himoglobinmolekiil eine grofe Bedeutung
(,,NO-Scavenging®) [137]. Als weitere Mechanismen sind eine erhdhte Endothelin-
Freisetzung [145] sowie die Sensibilisierung von Adrenozeptoren wahrscheinlich
[49;50]. Das zeigt z.B. eine Untersuchung bei Patienten mit cerebralem Insult, in
der ein dosisabhdngiger Anstieg der Endothelin-I-Konzentration nach Gabe von
DCLHb (Diaspirin Cross-linked Hemoglobin) beobachtet werden konnte [143].
Einen weiteren Beleg fiir die Relevanz dieser Ansétze stellt die Beobachtung dar,
dass durch die prophylaktische Gabe eines o-Adrenozeptor-Blockers (2 mg kg™
Yohimbin) vor Applikation von 0,4 g kg DCLHDb eine Erhohung des Blutdruckes
bei Sprague-Dawley-Ratten verhindert werden konnte [149]. Gegen die
Inaktivierung von NO als alleinigen kausalen Faktor spricht auBerdem, dass im
Rattenmodell von Rohlfs et al. der Blutdruckanstieg nicht von einem Abfall der
NO-Konzentration begleitet war [134]. Auflerdem kommen auch intrazelluldre
Wirkungen von HBOC in Frage. Nach Aufnahme von HBOC durch Endo- oder
Transzytose in die Endothelzellen konnte es schon dort zu einer Reaktion mit

vasoaktiven Substanzen kommen [30].

Verunreinigungen der HBOC mit Phospholipiden, wie z.B. dem
Lysophosphatidylcholin, stellen  generell einen Risikofaktor fiir eine
Vasokonstriktion dar [106]. Durch die unter 2.3 beschriebenen Purifikationsschritte
und chemischen Modifikationen wie Polymerisation und Polynitroxilierung tritt
dieser Effekt allerdings bei den heute verwendeten Ldsungen kaum noch auf
[1;13;97;107]. AuBerdem scheint die Zunahme der MolekiilgroBe wesentlich zur
Reduktion der vasokonstriktiven Effekte beizutragen [11;12].

Neben der Dosis und der Art der Substanz stellt die untersuchte Spezies eine
weitere EinflussgroBBe auf die Hohe des Blutdruckanstiegs dar. Wihrend in
verschiedenen tierexperimentellen Untersuchungen Anstiege des MAP zwischen
30% und 80% beobachtet wurden [16;55;56], konnte im Rahmen einer
praoperativen Himodilution bei Patienten vor Leberresektion nach Gabe von 0,4 g
kg' HBOC-201 nur ein moderater Anstieg des MAP um 18% nachgewiesen
werden [165].
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Als Folge des erhohten MAP, der auf einem erhohten peripheren Widerstand (PVR)
beruht, kam es in unterschiedlichen Untersuchungen zu einem konsekutiv
erniedrigten Herzzeitvolumen (HZV) [55;75;76;165], wéahrend das systemische
Sauerstoffangebot (DO,) in den angefiihrten Untersuchungen unverdndert blieb
oder geringer als in den Kontrollgruppen war. Im Gegensatz zu den systemischen
Effekten an den arteriellen Widerstandsgefdfen bewirkt ein Anstieg des MAP nach
Gabe von HBOC keine Abnahme des regionalen oder mikrovaskuldren Blutflusses
in der Leber oder der Muskulatur, was in Modellen am Hamster gezeigt werden

konnte [113;152].

Verschiedene tierexperimentelle Studien zeigen zusétzlich einen Anstieg des
pulmonalarteriellen Druckes (PAP) nach Gabe von HBOC [55]. Die Transfusion
von 43 ml kg Polyhdmoglobin ging bei einem Experiment an anésthesierten Affen
mit einem 40%igen Anstieg des PAP einher [94]. In einer Studie an Schafen stieg
der PAP im Rahmen einer nahezu vollstindigen Austauschtransfusion (freie Hb-

Konzentration: 8 g dI”, Hkt: 3%) um 200% an [92].

Kardiale Effekte

Ein Absinken des Herzzeitvolumens unter Medikation mit HBOC wurde sowohl in
den meisten tierexperimentellen Studien [55;86;112] als auch bei Untersuchungen
am Menschen beobachtet [75;76;165]. Ursache hierfiir ist wahrscheinlich, wie

bereits diskutiert, der Anstieg des systemischen Widerstandes.

In der Literatur finden sich hinsichtlich direkter Auswirkungen von HBOC am
Herzen nur wenig Informationen. Unter anderem ist eine negative Chronotropie
nachgewiesen worden. Diesem Effekt wurde bereits durch Polymerisation
entgegengewirkt [180]. Die Kontraktilitit zeigte sich selbst durch eine direkte
Perfusion mit unmodifiziertem HBOC im Tierversuch unbeeinflufit [77]. Eine
Vasokonstriktion der Koronararterien kann allerdings zu direkten Auswirkungen
auf das Herz flihren. Zwar ist die Relevanz noch nicht geklért, doch konnten
Motterlini et al. im Tiermodell zeigen, dass sich die vasokonstriktiven Effekte von
Acetylcholin potenzieren [109], wodurch es ebenfalls zu Auswirkungen am Herzen
kommen kann. Der demgegeniiber fehlende Nachweis von spastischen Effekten an
den Koronararterien unter Hamodilution mit einer ,,Stroma-freien®

Hamoglobinldsung in ,,in vivo“-Versuchen am Hund [58] macht die uneinheitliche
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Beurteilung der direkten und indirekten Effekte von HBOC auf die myokardiale
Kontraktilitat deutlich.

Met-Himoglobin

Den Himoglobinlésungen fehlen die in den Erythrozyten vorliegenden
Reduktionsenzyme. Aus diesem Grund kann es bei derartigen Losungen durch
Oxidation des Eisenatoms im Hdm-Anteil des Hdmoglobins zu einer verstdrkten
Bildung von Met-Hdmoglobin (MetHb) kommen, das dann seiner eigentlichen
Funktion, dem Sauerstofftransport, nicht mehr gerecht werden kann. Bis zu einer
Konzentration von 10% des MetHb wird das Gewebe jedoch nicht wesentlich durch
die hieraus resultierende mangelnde Oxygenierung in Mitleidenschaft gezogen [98].
Um diesen Effekt ganz sicher ausschlieBen zu konnen, wurde die Grenze in dieser
Studie auf 5% festgesetzt und der Anteil an MetHb vor der Gabe von HBOC durch
Messung iiberpriift (siche auch 3.3.3). Nach Applikation blieb ein Anstieg der
Konzentration von MetHb, die nie iiber 0,5% lag, in den entsprechenden
Behandlungsgruppen (Gruppe 3 und 4) aus. Diese Befunde bestdtigen die
Ergebnisse bisheriger Studien mit HBOC, in denen sich weder tierexperimentell
[164] noch beim Einsatz am Menschen [158] klinisch relevante Konzentrationen
zeigten. Der MetHb-Anteil kann durch Zusatz von Redox-Enzymen oder
Enkapsulierung von HBOC zusitzlich vermindert werden, wodurch ein noch
hoherer Anteil des Himoglobins anhaltend zum Sauerstofftransport zur Verfiigung

steht [25;187].

Wie zu Beginn dieses Abschnittes erwihnt, wurde die Unbedenklichkeit von
niedrig dosiertem HBOC bereits in zahlreichen tierexperimentellen und klinischen
Studien nachgewiesen. Auch die aktuelle Untersuchung lieferte keinen neuen
Anhalt fiir relevante Nebenwirkungen von HBOC-200. Somit kénnte ein Einsatz in
klinischen Studien zur Verminderung perioperativer kardialer Komplikationen bei

Risikopatienten in greifbare Nihe gertickt sein.
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5.6. Methodenkritik

Tierversuche

Wie bei jedem Tiermodell ist eine Ubertragung der Ergebnisse auf den Menschen
selbstverstindlich nur eingeschrankt moglich. Das gilt auch fiir die vorliegende
Studie, die an Ratten durchgefiihrt wurde. Das Design dieses Versuches stellt
jedoch eine anerkannte und vielfdltig praktizierte Vorstufe zu Humanstudien dar.
Fiir die Untersuchung von regionalen Myokardischamien durch Ligatur der linken
Koronararterie bzw. einer ihrer Aste sind Hunde [2;52;136;176], Kaninchen [23;
85;128;166] und Ratten [70;119;127] die bevorzugten Tierarten, wohingegen
Schweine [51;110], Schafe und Primaten [125] eher selten verwendet werden. Bei
Ratten und Kaninchen besteht im Gegensatz zu Hunden der Vorteil des relativ
einheitlichen Infarktareales durch relativ identische Versorgungstypen ohne
wesentliche Kollateralversorgung. Durch diese Tatsache wird die Auswertung und
Interpretation der Ergebnisse erheblich erleichtert. Des weiteren handelt es sich
tiberwiegend um gesunde und junge Tiere. Dagegen befindet sich das
Patientenkollektiv der KHK-Patienten meist schon in einem fortgeschrittenen Alter
mit  entsprechenden Begleiterkrankungen und weist groBtenteils eine
Kollateralisierung aufgrund der Chronizitdt der Erkrankung auf, wodurch die
Auswirkungen einer akuten Ischdmie oft reduziert werden [64] und die HBOC noch
effektiver wirken konnen. Diese verdnderten Einflussfaktoren miissen bei
Schlussfolgerungen im Hinblick auf diese Zielgruppe bedacht werden. Trotz dieser
Einschrinkungen sind Ratten neben Kaninchen die am hiufigsten verwendeten
Tierarten zur Untersuchung von myokardialen Ischdmie- und Reperfusionsschidden

[31;146;169;177].

Ischdmie- und Reperfusionszeit

Im Hinblick auf diesen Parameter muss beriicksichtigt werden, dass sich die
gewdhlten Zeiten primdr auf den Hauptzielparameter der Gesamtstudie
(Infarktnachweis mittels TTC-Farbung) bezogen (siche Anmerkung unter 3.).
Unter diesem Aspekt stellt die gewédhlte Ischamiezeit eine iibliche Zeitdauer dar
[91;101;132;144;169]. Aufgrund der relativ hohen Mortalitdt der Versuchstiere
und einer sich besonders am Ende der Ischdmiezeit abzeichnenden
kardiozirkulatorischen Verschlechterung liegt sie mit 25 min aber eher im unteren

Bereich des in der Literatur angegeben Bereiches von 20-90 min fiir kardiale
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Ischdmie- wund Reperfusionsmodelle am Kleintier [146]. Auch die
Reperfusionszeit von 120 min entspricht dem in zahlreichen Studien gewdhlten
Zeitintervall. Bezogen auf den Infarktnachweis mittels TTC wére eine
Verldngerung nicht sinnvoll gewesen, da Reffelmann et al. in einer neueren Studie
weder in der InfarktgroBe noch im regionalen myokardialen Blutfluss signifikante
Unterschiede zwischen 120 min und 180 min Reperfusion nach einer 30

miniitigen Ischdmie in einem Modell am Kaninchen nachweisen konnten [127].

Um Apoptose in vollem Ausmall nachzuweisen, scheint die gewihlte
Reperfusionszeit dagegen eher kurz zu sein [29]. Andererseits existiert hierfiir
bisher auch kein prizise definiertes Zeitintervall, da die Anzahl der ,,in vivo*
Studien relativ gering ist. Zudem weisen sie erhebliche Varianten im Design und
den Ergebnissen auf. Die volle Auspragung von Apoptose ist in Zellkulturen mit
adulten Kardiomyozyten erst nach 14 h Reperfusion nachgewiesen worden [29].
AuBerdem ist die Rolle, die Apoptose im Rahmen regionaler myokardialer
Ischdmien bei Ausbildung von Gewebeschdden spielt, noch nicht sicher

einzuschétzen.

Im Hinblick auf die DNA-Einzelstrangbriiche, die bereits sehr friih auftreten, war
die Dauer der Reperfusionszeit sicher ausreichend. In diesem Fall wéire ein
Modell mit unterschiedlichen Reperfusionszeiten interessant, um so Aussagen
tiber den zeitlichen Verlauf der Rate an DNA-Einzelstrangbriichen treffen zu

konnen.

Area at risk®

Da in der aktuellen Versuchsreihe entsprechend den Modifikationen von Ye et al.
zur Senkung der Mortalitdt bei kardialen Ischdmiemodellen an Ratten [188] die
Stelle der Ligatur bewusst in den Bereich der Aufteilung der linken
Koronararterie, also weiter distal, gelegt wurde, anstatt direkt den Haupstamm zu
ligieren, iiberrascht es nicht, dass die Grof3e der ,,area at risk als Anteil des linken
Ventrikels mit etwa 30% eher im unteren Bereich der in der Literatur beschrieben
Werte lag. Bei vergleichbarer Technik sind in Versuchen mit Kaninchen Werte
von 30 - 40% [53;131], teilweise sogar von 50-55% beschrieben worden [44;119].
Das geringere Volumen der ,area at risk“ mag aber im Hinblick auf eine
moglichst hohe Anzahl der die Ischdmie iiberlebenden Versuchstiere von Vorteil

sein.
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Blutflussmessung

Kritisch anzumerken ist unter diesem Aspekt, dass in diesem Modell weder die
Ligatur noch die Reperfusion exakt kontrolliert wurden. Entsprechend zahlreicher
anderer Studien [23;119;131;186] erfolgte die Uberpriifung der Ligatur rein visuell,
indem auf eine Abblassung bzw. livide Verfarbung des Epikards geachtet wurde.
Im nachhinein bestétigte der positive Infarktnachweis mittels TTC (siche
Anmerkung unter 3.) den erfolgreich herbeigefiihrten GefaBverschluss. Fiir die
stattgefundene Reperfusion bestand dagegen auller der Visuskontrolle auch am
Versuchsende kein eindeutiger Beweis. Die von einzelnen Autoren zu Hilfe
genommenen elektrokardiographischen und himodynamischen Indikatoren [151]
stellten sich in dieser Studie als unzureichend oder undurchfiihrbar (z.B.
Elektromagnetische Flussmessung) heraus. Zur objektiven Uberpriifung von
Ligatur und Reperfusion hétte eine Messung des myokardialen Blutflusses erfolgen
miissen, was mittels farbmarkierten oder radioaktiven Mikrosphéren auch an Ratten
prinzipiell moglich ist [80]. Dennoch sind zu diesem Zweck groflere Versuchstiere,
wie z.B. Hunde [135;136] oder Kaninchen [53;127;128], wesentlich besser
geeignet, da diese Methode fiir zuverldssige Ergebnisse ausreichend Gewebe sowie
die Abnahme relevanter Blutmengen erfordert. Aus diesem Grund war eine
derartige Kontrolle in diesem Modell nicht praktikabel. Weitere Nachweismethoden
der Blutflussmessung sind die Kontrastechokardiographie, die sowohl an Hunden
[45] als auch an Kleintieren [120] durchgefiihrt worden ist, und die SPECT, die an
Hunden validiert wurde [139]. Beide Verfahren erfordern jedoch neben
Spezialgerdten sehr erfahrene Untersucher, weshalb sie noch keine

Standardmethoden darstellen.

Vorzeitige Letalitit

Das verwendete Modell der kardialen Ischimie und Reperfusion ist bei der Ratte
mit einer vorzeitigen Letalitdt von etwa 30-50% assoziiert [188]. Hieraus ergibt sich
ein weiterer Kritikpunkt. Ist die Letalitit in einer der Gruppen hoher als in den
anderen, so gehen die kardiozirkulatorisch instabilen Tiere dieser Gruppe nicht in
die Auswertung mit ein. Diese Selektion kann zu einer nachfolgenden Bevorzugung
dieser Gruppe fiihren. Auflerdem kann nicht ausgeschlossen werden, dass gerade
Tiere, die einen besonders groBen Infarkt erlitten haben, nicht in die Auswertung

einbezogen wurden, da sie vorzeitig verstarben. Dieses Problem ldsst sich jedoch
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nicht umgehen. Eine addquate Detektion der ,,area at risk™ ist bei fehlender ,,in-
vivo“-Demarkation kaum mdglich. Entsprechendes gilt fiir den Vergleich der Rate
an DNA-Einzelstrangbriichen der Tiere unterschiedlicher Gruppen bzw. innerhalb

einer Gruppe bei differenten Reperfusionszeiten.

Auswertung

Da die DNA sehr empfindlich auf verschiedenste Arten von Noxen reagiert und
die Nachweismethoden der Nick- und TUNEL-Reaktionen eine hohe Sensivitit
bei geringer Spezifitit aufweisen, konnen bereits kleinste Abweichungen vom
Standard im Einzelfall zu einer artifiziellen Erhéhung der Rate an DNA-
Strangbriichen fithren. Aufgrund des komplexen Studiendesigns existieren
mehrere derartiger Fehlerquellen, wie zum Beispiel eine zu starke Quetschung des
Gewebes beim Lamellieren des Herzens, eine Verzogerung des Einfrierens oder
ein zwischenzeitliches Auftauen. Bei der manuell sehr anspruchsvollen Technik
der Herstellung von Kryoschnitten kann es trotz groffter Sorgfalt zu feinen
Zerreilungen des Gewebes kommen. Aulerdem sind die Schnitte im Rahmen der
laborchemischen Nachweismethoden weiteren Einfliissen wie Erwdrmung,
Erschiitterung oder Lichteinwirkung ausgesetzt, welche ebenfalls DNA-Schédden
induzieren konnen. Im Hinblick auf die Nick-Translation muss beachtet werden,
dass die Areale manuell mit der Computer-Maus umfahren wurden und auch die
Aufteilung der Ventrikelwand in epi-, myo- und endokardiale Drittel subjektiv
erfolgte, so dass hierbei geringfiigige Abweichungen nicht ausgeschlossen werden
konnen. Beziiglich der TUNEL-Reaktion ist zu bedenken, dass bei der Festlegung
der Auszdhlungsfelder innerhalb der ,area at risk ebenfalls eine Auswahl
getroffen werden musste. Durch die Standardisierung der Gewebeaufarbeitung
und eine verblindete Auswertung wurde einer systematischen Benachteiligung
einer Gruppe vorgebeugt. Auch die Definition der Auswertungsareale muss
kritisch betrachtet werden. Hierbei wiirde eine Auswertung getrennt nach ,,area at

risk* und Nekrosezone im TTC-Nachweis den Idealfall darstellen.

Bei der Beurteilung der Ergebnisse muss darauf aufmerksam gemacht werden,
dass die Untersuchungen zu DNA-ESB und -DSB nur in einer mutmallich
reprasentativen Ebene des Herzens durchgefiihrt worden sind. Riickschliisse fiir

das gesamte Herz konnen deshalb nicht ohne Vorbehalt gezogen werden.
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5.7.  Ausblick

Zwar konnte das Auftreten von Apoptose fiir dieses Modell mittels DNA-Laddering
bestitigt werden, eine Interpretation der Ergebnisse des quantitativen Nachweises
mittels TUNEL-Reaktion ist jedoch schwierig, da in diesem Zusammenhang noch
zahlreiche Fragen offen sind. Welche Rolle spielt Apoptose bei regionalen
Myokardischdmien? In welchem Zeitintervall spielt sie sich ab? Ermoglicht ein
Uberwiegen von Apoptose gegeniiber Nekrose ein therapeutisches Eingreifen, um
noch Gewebe zu retten, oder stellt sie lediglich eine Vorstufe eines zwangslédufigen
Absterbens der Zelle dar? Zur Klirung unter anderem dieser Fragen sind noch

weitere Studien erforderlich.

Die ,jin-situ“-Nick-Translation mit densitometrischer =~ Auswertung nach
Autoradiographie bietet sich nach der Validierung in dieser Studie durch die
Moglichkeit einer sehr differenzierten Beurteilung der Schéden als verldssliches
und gut durchfiihrbares Verfahren zum Nachweis von DNA-ESB fiir folgende
Untersuchungen in hervorragender Weise an. Aufgrund der signifikanten Reduktion
der Rate an DNA-ESB im linken Ventrikel nach prophylaktischer Applikation von
HBOC-200 im Ischdmie- und Reperfusionsmodell der Ratte nach akuter
Koronararterienligatur stellt sich die Frage nach den ursédchlichen Mechanismen.
Vor dem Hintergrund des jetzigen Kenntnisstandes erscheinen diesbeziiglich
Untersuchungen des ,,no-reflow*-Phdnomens, der Leukozyten-Endothel-Interaktion
sowie des Komplementsystems erfolgversprechend. ,In-vitro“-Versuche zur
Beeinflussung der Granulozytenaktivitdt durch HBOC-200 diirften ebenfalls zum
weiteren Verstdndnis beitragen. Aullerdem wére es durchaus sinnvoll, die
prophylaktische Wirkung auch bei Perfluorocarbonen, deren therapeutischer Effekt
bereits nachgewiesen ist, zu untersuchen. Da Patienten mit KHK die
Hauptzielgruppe dieser Substanz darstellen, wéiren Experimente an genotypisch
verdnderten Tieren mit chronischer koronarer Durchblutungsstorung &ulerst
interessant. Aufgrund der dann bestehenden Kollateralisierung konnten eventuell
noch ausgeprégtere Effekte durch HBOC-200 erzielt werden. Letztendlich sollte es
angestrebt werden, die plasmatischen Sauerstofftriger an KHK-Patienten in
klinischen Studien zu testen und somit eventuell ein neues Verfahren zu entwickeln,

um die perioperative Mortalitdt und Morbiditét bei diesen Patienten zu reduzieren.
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6.  Zusammenfassung

Hintergrund

Unterschiedliche  Studien belegen, dass nichtherzchirurgische koronare
Risikopatienten in etwa 3% perioperativ einen Myokardinfarkt mit hoher Letalitét
erleiden. Perioperative Myokardischdmien konnen sich klinisch bei Risikopatienten
auch als Rhythmusstérungen oder Angina pectoris manifestieren. Die Gabe
plasmatischer Sauerstofftriager, wie z.B die zellfreie Himoglobinlésung HBOC,
stellt eine potentielle Moglichkeit dar, die Auswirkungen dieser Komplikationen zu
verringern.

Fragestellung

In der vorliegenden Studie sollte erstmalig die Hypothese tiberpriift werden, ob die
prophylaktische oder therapeutische Applikation der zellfreien Himoglobinldsung
HBOC-200 die myokardialen DNA-Schdden einer akuten Ischdmie und
Reperfusion nach Koronararterienligatur im Kleintiermodell verringern kann.
Methodik

Bei der vorliegenden Studie handelt es sich um eine prospektive und randomisierte
Untersuchung. Die Auswertung erfolgte verblindet. Von den 46 verwendeten
Tieren konnten letztlich nur 32 Tiere in die Auswertung eingeschlossen werden, da
diese den Versuch vollstindig durchlaufen hatten. Die Tiere wurden nach
intravenoser Allgemeinanisthesie mit kontrollierter Beatmung instrumentiert und
thorakotomiert. Anschlieend erfolgte die Gruppenzuteilung. Tiere der Gruppe 1
(Negativ-Kontrolle) erhielten Placebo und keine Koronararterienligatur, Tiere der
Gruppe 2 (Positiv-Kontrolle) erhielten Placebo und eine Koronararterienligatur,
Tiere der Gruppe 3 (Therapie-Gruppe) erhielten 0,4 g kg HBOC-200 nach, Tiere
der Gruppe 4 (Prophylaxe-Gruppe) vor der Koronararterienligatur intravends
appliziert. Der Ischdmiezeit von 25 min schloB sich eine 120 miniitige Reperfusion
an. Es erfolgten semiquantitative Nachweise von DNA-Strangbriichen mittels
Autoradiographie nach Nick-Translation sowie durch TUNEL-Reaktion in der
area at risk”, die durch ,,in-vivo“-Patentblau-Injektion dargestellt wurde. Des
weiteren wurden alle Basisparameter kontinuierlich iiberwacht. Die statistische
Auswertung erfolgte mittels ANOVA (post-hoc Test nach Dunnet) und
zweiseitigem t-Test fiir unverbundene Stichproben (Referenzgruppe: Positiv-

Kontrolle). Ein p<0,05 wurde als signifikant angenommen.
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Ergebnisse

Hinsichtlich Demographie und Basisparametern bestanden zwischen den Gruppen
keine signifikanten Unterschiede. Unter diesen Bedingungen wurde in dieser Studie
erstmalig die Validitit der quantifizierenden Detektion von DNA-ESB im Myokard
durch Autoradiographie nach ,,in-situ“-Nick-Translation bestétigt. Die Positiv-
Kontrolle unterschied sich signifikant von der Negativ-Kontrolle. Die 95%
Konfidenzintervalle zeigten keine Uberlappungen. Anhand dieser Methode konnte
wiederum erstmalig nachgewiesen werden, dass die prophylaktische Applikation
von HBOC-200 die Rate an DNA-Einzelstrangbriichen im linken Ventrikel im
Vergleich zur Positiv-Kontrolle signifikant reduziert (p<0,039). Die therapeutische
Applikation zeigte keine signifikannte Reduktion der DNA-ESB, aber auch keine
Vermehrung. Zwar konnte das Auftreten von Apoptose fiir das vorliegende Modell
qualitativ mittels DNA-Laddering belegt werden, signifikante Unterschiede
zwischen den einzelnen Gruppen ergaben sich bei der quantitativen Auswertung der
DNA-Doppelstrangbriiche mit Hilfe der TUNEL-Reaktion jedoch nicht.

Schlussfolgerungen

Der Nachweis von DNA-ESB miittels ,,in-situ“-Nick-Translation stellt nicht nur ein
sensitives Verfahren dar, sondern erlaubt dariiber hinaus beispielsweise im
Vergleich zum Infarktnachweis mittels TTC-Farbung eine wesentlich
differenziertere Betrachtung der Schiaden am Myokard sowie zusitzlich eine
Beurteilung des Gewebes auB3erhalb der eigentlichen ,,area at risk®. Die Ergebnisse
dieser Studie, insbesondere die Wirkungslosigkeit der therapeutischen Applikation,
machen deutlich, dass ein groBer Anteil der Schiden bereits wahrend der Ischédmie
determiniert wird. Die positiven Effekte der prophylaktischen Applikation von 0,4 g
kg! der zellfreien Himoglobinlésung HBOC-200 sind scheinbar nicht allein durch
ein regional erhohtes Sauerstoffangebot und eine erleichterte Sauerstoffabgabe zu
erkldren. Vielmehr sind, wie fiir die Perflourocarbone, noch weitere protektive
Effekte anzunehmen, wie z.B. Auswirkungen auf Sauerstoffradikale, Neutrophile
Granulozyten oder das Komplementsystem, die ein sogenanntes ,,no reflow
potentiell reperfundierbarer Areale verhindern. Diese Wirkungsmechanismen weiter
aufzukldren sollte das Ziel kommender Studien auf diesem Gebiet sein, um
schlieBlich den perioperativen prophylaktischen Einsatz von plasmatischen

Sauerstofftragern zu ermdglichen.
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8.  Anhang

8.1. Abkilrzungen

A.
aOZSat
ANOVA
AP
BAGS
BGA
bp

Bq

BZ
Ca++
CO,
COHb
Da
DCLHbDb
DMSO
DNA
DNA-DSB
DNA-ESB
DO,
2,3-DPG
dTTP
EDRF
EK
EKG
E-Lyte
fHb
Fi0O,

*H

Hb
HbO,
HBOC
HCI
HES
HF

Hkt
H,O,
HS
HWZ
HZV
IHD
ISNT
K+

KCl
KHK
KOD

Arteria

Arterielle Sauerstoffséttigung
Analysis of Variance

Alkalische Phosphatase

Behorde fiir Arbeit, Gesundheit und Soziales
Blutgasanalyse

Basenpaare

Bequerel

Blutzuckerkonzentration

Calcium (ionisiert)

Kohlendioxid

Carboxyhdmoglobin

Dalton

Diaspirin Cross-linked Hemoglobin
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonucleinsédure (-acid)
DNA-Doppelstrangbriiche
DNA-Einzelstrangbriiche
Systemisches Sauerstoffangebot
2,3-Diphosphoglycerat
Desoxy[methyl-3H]Thymidine 5’ -Triphosphat
Endothelium-Derived Relaxing Factor
Erythrozytenkonzentrat
Elektrokardiogramm

Elektrolyte

Freies, das heif3t plasmatisch gelostes Himoglobin
Fraktion des inspirierten Sauerstoffs
Tritium

Hiamoglobin

Oxyhidmoglobin

Hemoglobin Based Oxygen Carrier
Salzsédure

Hydroxyethylstirke

Herzfrequenz

Héamatokrit

Wasserstotfperoxid
Hintergrundschwérzung
Halbwertszeit

Herzzeitvolumen

Isovoldmische Himodilution

In situ Nick-Translation

Kalium

Kaliumchlorid

Koronare Herzkrankheit
Kolloidosmotischer Druck
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LAD

LV
MAP
MetHb
MgCl
MGW
MPS
MW
Na®
NaCl
nCi
NO

O, ct

P/Pa
PAP
PetCO,
PBS
PFC

PTCA
PVR
RV
RW
SaOz
SBc
SBE
SD
SPECT
SVR
TdT
Temp
tHb
tPO,
TTC
TUNEL
VF
7ZVD
ZVK

Left Anterior Descendend=Ramus interventricularis anterior
(RIVA)

Linker Ventrikel

Mittlerer Arterieller Druck
Methédmoglobin

Magnesiumchlorid

Molekulargewicht
Makrozyten-Phagozyten-System
Mittelwert

Natrium

Natriumchlorid

NanoCurie

Stickstoffmonoxid

Sauerstoff

Arterieller Sauerstoffgehalt

Alphafehler

Partialdruck

Pulmonalarterieller Mitteldruck
Partialdruck des endtidalen CO,
Phosphatyl buffered saline
Perfluorocarbone
Halbsittigungspartialdruck des Himoglobins
Percutane Transluminédre Coronarangioplastie
Pulmonal Vaskularer Widerstand

Rechter Ventrikel

Referenzwert

Arterielle Sauerstoffsattigung

Standard Bicarbonat

Standard Baseniiberschuss
Standardabweichung
Single-Photon-Emissions-Computertomographie
Systemischer Vaskuldrer Widerstand
Terminale Desoxynukleotidyl-Transferase
Temperatur

Gesamthdmoglobin
Gewebesauerstoffpartialdruck
Triphenyl-Tetrazolium-Chlorid
TdT-mediated dUTP Nick End Labeling
Ventrikuldres Flimmern

Zentralvenoser Druck

Zentralvendser Katheter
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8.2. Ubersicht der laborchemischen Parameter

Gemessene Parameter: Berechnete Parameter:

pH SBc
PaCO, SBE
PaO,

O,ct

K

Na"

ionisiertes Ca"™"

Sa0,

tHb

OxyHb

MetHb

COHb

fHb

BZ
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8.3. Tabellen

8.3.1. Gewicht

Tabelle 8.1  Darstellung des Korpergewichtes der Versuchstiere (MWSD)

Negativ-Kontrolle

Positiv-Kontrolle

Therapie

Prophylaxe

Gewicht (g)

364 £51

367 £72

350 +38

340 £32

8.3.2. Hamodynamik

Tabelle 8.2  Darstellung des arteriellen Mitteldruckes (MWSD) tiber die Zeit
*p<0.01 vs Negativ-Kontrolle

MAP (mmHg) Negativ-Kontrolle | Positiv-Kontrolle Therapie Prophylaxe
Ruhephase +10 min 97 +25 108 +15 108 +26 107 +18
Ruhephase +20 min 98 +30 94 +22 99 +32 110 +14
Ruhephase +30 min 86 +26 103 21 104 +28 101 +20
Applikation Prophylaxe 82 £25 101 +21 97 £30 108 +23
Applikation P.+10 min 92 +28 11122 92 +27 140 +18*
Applikation P.+20 min 92 +33 104 +26 104 +25 134 #17*
Ligatur +5 min 88 +39 90 +26 84 +49 98 +38
Applikation Therapie 90 +39 94 +31 106 +36 107 27
Ligatur +25min 87 +42 88 +36 88 +38 115 +26
Reperfusion +10 min 85+38 82 +35 99 +36 104 +38
Reperfusion +20 min 94 +43 87 +37 105 +30 107 +37
Reperfusion +30 min 92 53 77 +39 105 +28 103 +38
Reperfusion +40 min 92 +47 70 £34 106 +23 102 +46
Reperfusion +50 min 93 +44 75 £37 97 +30 97 +46
Reperfusion +60 min 84 +43 71433 98 +31 90 +43
Reperfusion +70 min 86 +44 72 +37 94 +24 94 +48
Reperfusion +80 min 82 +40 73436 90 +31 97 +40
Reperfusion +90 min 91 36 72434 90 +34 87 +44
Reperfusion +100 min 83 +39 7535 97 +25 89 +42
Reperfusion +110 min 82 30 71435 97 +26 86 +44
Reperfusion +120 min 82 +28 72 +38 98 +34 80 +37

Tabelle 8.3  Darstellung des zentralvenosen Druckes (MW=ESD) tiber die Zeit

ZVD (mmHg) Negativ-Kontrolle | Positiv-Kontrolle Therapie Prophylaxe
Ruhephase +30 min 8146 443 743 542
Applikation Prophylaxe 846 542 6+3 6+1
Ligatur +5 min 846 542 743 6+1
Ligatur +25min 746 642 8+4 6+3
Reperfusion +10 min 745 542 8+4 6+3
Reperfusion +110 min 846 541 743 612
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Tabelle 8.4  Darstellung der Herzfrequenz (MW (SD)) tiber die Zeit

HF (1 min?) Negativ-Kontrolle | Positiv-Kontrolle Therapie Prophylaxe
Ruhephase +10 min 393+17 403 +15 401 +17 394 +39
Ruhephase +20 min 402 +13 398 +26 391 +22 396 +44
Ruhephase +30 min 395 +14 401 +23 397 +20 385 +45
Applikation Prophylaxe 396 +14 398 22 399 +19 388 +46
Applikation P.+10 min 404 +12 404 +23 378 +37 391 +30
Applikation P.+20 min 397 +17 411 +20 397 +13 396 +37
Ligatur +5 min 403 +10 414 +13 368 +75 385 +40
Applikation Therapie 401 +14 413 +20 386 +32 399 +26
Ligatur +25min 394 +19 420 +13 391 +27 404 +12
Reperfusion +10 min 389 +20 404 +46 391 +41 410 +13
Reperfusion +20 min 366 +77 413 +18 401 +25 399 +26
Reperfusion +30 min 389 +39 404 +22 391 +23 408 +13
Reperfusion +40 min 393 +34 405 +40 397 +30 399 +16
Reperfusion +50 min 394 +32 412 424 396 +28 384 +44
Reperfusion +60 min 394 +23 413 +28 400 +23 386 +27
Reperfusion +70 min 398 +42 408 +23 393 +42 384 +44
Reperfusion +80 min 381491 406 +30 396 +31 394 +18
Reperfusion +90 min 399 +44 406 +24 398 +17 396 +17
Reperfusion +100 min 369 +98 399 +38 398 +19 395+28
Reperfusion +110 min 398 +29 390 +43 392 +17 399 +13
Reperfusion +120 min 403 +15 391 +43 375 +41 401 +14

8.3.3. Temperatur

Tabelle 8.5 Darstellung der rektalen Temperatur (MW=ESD) tiber die Zeit
*p<0.05 vs Negativ-Kontrolle

Temperatur (°C) Negativ-Kontrolle | Positiv-Kontrolle Therapie Prophylaxe
Ruhephase +10 min 36,8+0,7 37,1404 372405 36,9404
Ruhephase +20 min 36,8 0,7 37,0404 37,240,6 36,9403
Ruhephase +30 min 36,9 +0,7 37,0404 37,440,6 36,9402
Applikation Prophylaxe 37,0 40,6 37,0 0,4 37,340,6 36,9403
Applikation P.+10 min 373404 36,9 40,3 37,3406 37,2404
Applikation P.+20 min 375404 37,240,3 375404 375404
Ligatur +5 min 375405 374404 37,4403 37,6 40,5
Applikation Therapie 374403 374405 37,340,3 375405
Ligatur +25min 37,1404 37,2404 37,3404 37,3405
Reperfusion +10 min 36,9 40,5 37,2405 37,4 +0,4* 37,0403
Reperfusion +20 min 36,7 £0,4 37,0404 37,5 40,6 36,9405
Reperfusion +30 min 36,7 £0,4 37,040,3 37,4405 37,2403
Reperfusion +40 min 36,9404 37,0405 37,2404 37,4406
Reperfusion +50 min 373405 37,2404 37,1404 375405
Reperfusion +60 min 37,5+0,2 374403 373404 375406
Reperfusion +70 min 37,6 40,3 37,6 40,3 37,4403 37,6407
Reperfusion +80 min 375405 37,6405 37,840,3 373405
Reperfusion +90 min 37,2 40,7 37,6 40,7 37,840,3 37,2405
Reperfusion +100 min 37,140,7 37,340,6 375405 37,3404
Reperfusion +110 min 374405 37,0404 37,2404 372404
Reperfusion +120 min 36,7 0,5 36,7 40,3 37,040,3 37,1406
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8.3.4. Inspiratorische Sauerstoff-Konzentration und Blutgasanalysen

Tabelle 8.6  Darstellung der FiO, (MW=SD) tber die Zeit

FiO2 Negativ-Kontrolle | Positiv-Kontrolle Therapie Prophylaxe
Ruhephase +10 min 0,43 +0,16 0,38 +0,05 0,42 0,18 0,40 +0,16
Ruhephase +20 min 0,37 0,04 0,34 +0,04 0,41+0,18 0,37 0,09
Ruhephase +30 min 0,37 0,04 0,36 +0,02 0,35 0,02 0,35 +0,03
Applikation Prophylaxe 0,37 0,04 0,35 +0,02 0,35 0,02 0,34 0,02
Applikation P.+10 min 0,35 0,02 0,35 0,02 0,35 0,02 0,34 +0,01
Applikation P.+20 min 0,35 +0,02 0,35 +0,02 0,35 0,02 0,34 £0,01
Ligatur +5 min 0,34 +0,02 0,34 0,02 0,34 0,02 0,34 0,01
Applikation Therapie 0,34 +0,02 0,34 0,02 0,35 +0,02 0,34 0,01
Ligatur +25min 0,34 0,02 0,34 0,02 0,34 +0,02 0,34 0,02
Reperfusion +10 min 0,34 +0,02 0,34 +0,02 0,34 +0,02 0,34 +0,01
Reperfusion +20 min 0,34 +0,02 0,34 +0,02 0,34 0,02 0,34 0,01
Reperfusion +30 min 0,34 +0,02 0,34 0,02 0,34 0,02 0,34 0,01
Reperfusion +40 min 0,34 +0,02 0,34 0,02 0,34 0,02 0,33 £0,01
Reperfusion +50 min 0,34 0,02 0,34 0,02 0,34 0,02 0,33 0,02
Reperfusion +60 min 0,34 +0,02 0,34 +0,02 0,35 +0,02 0,33 0,02
Reperfusion +70 min 0,34 0,02 0,34 £0,02 0,35 0,02 0,33 +0,02
Reperfusion +80 min 0,33 +0,02 0,34 +0,02 0,42 +0,31 0,34 +0,02
Reperfusion +90 min 0,33 0,02 0,34 +0,02 0,41 +0,20 0,34 0,02
Reperfusion +100 min 0,33 0,02 0,34 0,02 0,34 0,03 0,34 0,01
Reperfusion +110 min 0,33 40,02 0,34 0,02 0,34 0,03 0,33 40,01
Reperfusion +120 min 0,34 0,02 0,34 £0,02 0,34 +0,03 0,33 0,01
Tabelle 8.7  Darstellung des PaO, (MW=ESD) tiber die Zeit

Pa02 (mmHg) Negativ-Kontrolle | Positiv-Kontrolle Therapie Prophylaxe
Ruhephase +30 min 107,3+19,3 107,7 +22,0 114,8 +29,6 100,1 16,2
Applikation Prophylaxe 104,5+18,6 103,9 +23,0 114,0 +£25,1 104,2+12,9
Ligatur +5 min 101,4 +16,8 102,6 +27,1 98,9 +43,0 107,2 +14,2
Ligatur +25min 102,4 +19,9 97,2 +27,9 108,8+34,9 104,6 +13,8
Reperfusion +10 min 1049 +15,5 101,1+27,3 107,8 +20,5 101,7 +15,0
Reperfusion +110 min|  108,6 +19,6 102,9 33,1 107,9+17,2 99,2 +14.4

Tabelle 8.8  Darstellung des artericllen Sauerstoffgehaltes (MW1SD) tiber die Zeit

Oqct (ml dIt) Negativ-Kontrolle | Positiv-Kontrolle Therapie Prophylaxe
Ruhephase +30 min 17,1 42,0 16,6 +2,7 17,2418 162 +1,2
Applikation Prophylaxe 15,8 +0,6 155435 16,2 42,1 152+11
Ligatur +5 min 15113 16,2 +2,8 165+1,6 16,1 +1,5
Ligatur +25min 151423 13,6 6,5 146 2,6 15,6 +1,8
Reperfusion +10 min 15,6 +3,0 15,8 2,0 15,9 +2,4 154 +1,4
Reperfusion +110 min 15,9 42,5 15,9 43,0 15,8 +2,3 16,1 43,3
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Tabelle 8.9  Darstellung der arteriellen O,-Sittigung (MW+SD) tiber die Zeit

a0,Sat (%) Negativ-Kontrolle | Positiv-Kontrolle Therapie Prophylaxe
Ruhephase +30 min 97,6 +0,9 97,0423 975+1,7 97,3%15
Applikation Prophylaxe 97,4+1,0 97,1+18 97,8+1,1 97,7 0,7
Ligatur +5 min 97,0%1,5 96,2 +3,2 97,6 +1,1 97,6 1,0
Ligatur +25min 97,217 96,6 +3,6 94,3 +10,7 97,7425
Reperfusion +10 min 975+1,2 96,2 +2,8 97,3+13 975+1,0
Reperfusion +110 min 97,4413 96,5+2,4 97,5+1,2 96,8 41,1

Tabelle 8.10 Darstellung des atteriellen pCO, (MW(SD)) tiber die Zeit

PaCOz (mmHg) Negativ-Kontrolle | Positiv-Kontrolle Therapie Prophylaxe
Ruhephase +30 min 33,6 45,4 38,0 +4,3 36,2 48,5 33544
Applikation Prophylaxe 33,1455 37,0463 35,1 +4,7 33,0 £5,4
Ligatur +5 min 35845 39,5 46,7 35,7 +43 32,9+47
Ligatur +25min 342 +40 38,3449 384 +78 32,6 +1,9
Reperfusion +10 min 33,1+4,3 36,8 +5,0 37,3431 324425
Reperfusion +110 min 36,3+2,4 35,2 5,0 35,6 +4,8 34,4 46,1

8.3.5. Hamoglobin-Messungen

Tabelle 8.11 Darstellung der Gesamt-Hb-Konzentration (MW+SD) tiber die Zeit

tHb (g dI%) Negativ-Kontrolle | Positiv-Kontrolle Therapie Prophylaxe
Ruhephase +30 min 13,0+1,0 12,5+1,6 133+1,1 123405
Applikation Prophylaxe 12,5406 11,8+2,3 12,7413 12,040,8
Ligatur +5 min 12,0 40,7 12,8+1,8 12,8+0,8 12,1412
Ligatur +25min 11,7+1,4 13,2 42,6 12,1+1,3 11,8+18
Reperfusion +10 min 11,9419 122414 123414 12,1410
Reperfusion +110 min 12,3+19 12,6 +2,0 121+13 124+19

Tabelle 8.12 Darstellung der Konzentration des HbO, (MW=SD) tiber die Zeit

HbO2 (%) Negativ-Kontrolle | Positiv-Kontrolle Therapie Prophylaxe
Ruhephase +30 min 93,9430 92,7435 93,1434 932426
Applikation Prophylaxe 93,6 +2,5 93,3+43 94,135 92,027
Ligatur +5 min 92,1473 90,6 7,1 935+36 92,835
Ligatur +25min 92,8+43 91,579 93,1457 91,932
Reperfusion +10 min 93,6 +3,3 91,1465 93,1 43,1 92,8433
Reperfusion +110 min 93,1435 91,1458 93,1+3,0 925437

Tabelle 8.13 Darstellung der Konzentration an plasmatisch gelostem Hb (MW(SD))
tber die Zeit. *p<0.001 vs Positiv-Kontrolle.

fHb(g dI) Negativ-Kontrolle | Positiv-Kontrolle Therapie Prophylaxe
Ruhephase +30 min 0,08+0,10 0,04 +0,05 0,02 0,04 0,06 +0,07
Applikation Prophylaxe 0,06 +0,05 0,04 +0,03 0,07 40,09 1,05+0,14*
Ligatur +5 min 0,04 +0,05 0,08 +0,05 0,04 +0,05 0,81 +0,21*
Ligatur +25min 0,04 £0,05 0,06 +0,05 0,95 +0,20* 0,82 +0,08*
Reperfusion +10 min 0,03 +0,05 0,04 40,05 0,93 +0,13* 0,70 +0,22*
Reperfusion +110 min 0,00 £0,00 0,15 +0,17 0,70 £0,08* 0,47 £0,27*
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Tabelle 8.14 Darstellung der Konzentration an MetHb (MW=SD) {iber die Zeit

MetHb (% des tHb) Negativ-Kontrolle | Positiv-Kontrolle Therapie Prophylaxe
Ruhephase +30 min 0,00 +0,00 0,05+0,11 0,00 £0,00 0,04 £0,14
Applikation Prophylaxe 0,02 +0,07 0,10+0,16 0,01+0,05 0,03+0,12
Ligatur +5 min 0,03 40,07 0,09 0,20 0,00 +0,00 0,00 +0,00
Ligatur +25min 0,03 +0,07 0,01 +0,03 0,00 +0,00 0,00 +0,00
Reperfusion +10 min 0,06 +0,17 0,03 +0,09 0,03 +0,07 0,00 +0,00
Reperfusion +110 min 0,00 0,00 0,11 0,19 0,00 £0,00 0,03 +0,08
8.3.6. Saure-Basen-Haushalt

Tabelle 8.15 Darstellung des arteriellen pH (MW(SD)) iiber die Zeit

pH Negativ-Kontrolle | Positiv-Kontrolle Therapie Prophylaxe
Ruhephase +30 min 7,37 40,06 7,36 40,05 7,38+0,07 7,41+40,03
Applikation Prophylaxe 7,39+0,04 7,37 40,05 7,38+0,03 7,40 40,03
Ligatur +5 min 7,36 +0,04 7,34 40,07 7,36 +0,04 7,39 40,04
Ligatur +25min 7,38 +0,04 7,33 40,06 7,36 +0,08 7,39 40,04
Reperfusion +10 min 7,38 0,04 7,32 40,06 7,35+0,02 7,36 40,09
Reperfusion +110 min 7,32 40,07 7,36 £0,05 7,35 40,04 7,3340,07

Tabelle 8.16 Darstellung des Standard Bicarbonats SBc (MW(SD)) tiber die Zeit

SBc (mmol 1) Negativ-Kontrolle | Positiv-Kontrolle Therapie Prophylaxe
Ruhephase +30 min 20,51 +£3,27 21,23 +1,75 21,88 +2,66 21,99 +2,34
Applikation Prophylaxe 20,83 +1,67 21,19+1,40 21,11 40,77 21,65 +1,83
Ligatur +5 min 20,78 2,61 20,95 +3,21 20,86 +1,72 21,10 +1,36
Ligatur +25min 21,26 2,58 19,95 +2,13 21,54 £2,72 21,14 £1,67
Reperfusion +10 min 20,08 £2,47 19,46 2,70 20,68 +1,20 21,03 £0,63
Reperfusion +110 min 19,40 +3,45 20,44 £3,10 20,27 £2,11 19,00 +3,89

Tabelle 8.17 Darstellung des Standard Base Excess (MWSD) tber die Zeit

SBE (mmol I'1) Negativ-Kontrolle | Positiv-Kontrolle Therapie Prophylaxe
Ruhephase +30 min -5.2 4,2 -39+2,0 3,435 34431
Applikation Prophylaxe -4,8+23 -4,0+1,8 -4,3+1,2 -38+25
Ligatur +5 min 4340 -42+40 4,6 24 4,618
Ligatur +25min -4,2 432 54424 35429 -3,044,1
Reperfusion +10 min 5731 -6,1436 47 +1,6 -4,6 40,9
Reperfusion +110 min -6,3+4,5 -5,2+3,9 53428 71455
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8.3.7. Blutzucker

Tabelle 8.18 Darstellung der Blutzucker-Konzentration (MW (SD)) tiber die Zeit

BZ (mg di) Negativ-Kontrolle | Positiv-Kontrolle Therapie Prophylaxe
Ruhephase +30 min 119,5+39,3 131,0+18,7 125,3+28,7 12444151
Applikation Prophylaxe 112,6 +45,2 130,5+18,9 128,4 +29,4 120,1+11,1
Ligatur +5 min 128,8 +31,5 142,6 +42,0 125,8 +31,2 12434225
Ligatur +25min 125,7 +239 1334 +22,4 120,7 +36,2 127,0+30,9
Reperfusion +10 min 103,4 +36,8 136,4 28,0 116,4 +31,1 111,0 +7,4
Reperfusion +110 min | 119,0 +29,4 86,6 +33,5 121,3 +27,0 102,9+27,3

8.3.8. Elektrolyte

Tabelle 8.19 Darstellung der Natrium-Konzentration (MW(SD)) tiber die Zeit

Na* (mmol 1) Negativ-Kontrolle | Positiv-Kontrolle Therapie Prophylaxe
Ruhephase +30 min 141,834 1416 425 1421424 1431 42,4
Applikation Prophylaxe 1433#25 138,6 48,1 143,122 1425+13
Ligatur +5 min 144,1 £2.9 1415 2,3 142,327 141,0+1,8
Ligatur +25min 144,8 +3,6 124,2 +4.1 142,8 43,0 142,2 +1,2
Reperfusion +10 min 1446 +4.2 1422457 142521 142,8+1,8
Reperfusion +110 min 145,0 £3,7 1441 +6,2 1455 +3,2 147,0 £2,0

Tabelle 8.20 Darstellung der Kalium-Konzentration (MW+SD) tiber die Zeit

K* (mmol %) Negativ-Kontrolle | Positiv-Kontrolle Therapie Prophylaxe
Ruhephase +30 min 48+08 530,7 4506 4,605
Applikation Prophylaxe 47+14 54+1,0 40405 43405
Ligatur +5 min 4,8+0,9 55+0,6 44205 51+0,6
Ligatur +25min 45+10 52+0,9 45+0,9 48406
Reperfusion +10 min 4710 54408 4,720,7 5008
Reperfusion +110 min 55+18 6,9+1,7 47404 6,3+15

Tabelle 8.21 Darstellung der Konzentration des ionisierten Calziums (MW1SD)

uber die Zeit
Ca** (mmol 1) Negativ-Kontrolle | Positiv-Kontrolle Therapie Prophylaxe
Ruhephase +30 min 1,07 0,15 1,18 40,11 1,13+40,14 1,12 40,12
Applikation Prophylaxe 1,09 +0,10 1,15+0,11 1,12 +0,12 1,10 0,13
Ligatur +5 min 1,11 40,07 1,20 0,24 1,15+0,12 1,12 +0,09
Ligatur +25min 1,09 0,16 1,27 40,13 1,18 +0,09 1,12 40,04
Reperfusion +10 min 1,13 40,12 1,16 +0,09 1,14 +0,06 1,14 +0,05
Reperfusion +110 min 1,22 +0,11 1,05 40,11 1,21 40,15 1,19+0,12
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