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1. Arbeitshypothese und Fragestellung

In dieser Arbeit soll untersucht werden, ob einpprgaktischer oder therapeutischer
Einsatz von kunstlichen Sauerstofftragern die Absdeg von Myokardinfarkten
reduzieren kann. Im Besonderen soll untersucht everdb und wie es méglich sein kann
Schaden zu reduzieren, die mit Reperfusion desdfsrauftreten kbnnen.

Diese Arbeit besteht aus zwei methodisch unterdibieen Versuchsreihen:

1) Im Versuch am Rattenmodell soll untersucht warab der kinstliche Blutersatzstoff
Perflourcarbon (PFC) in der Lage ist, die Ausbragtuaer Infarktareale am Herzen nach
Koronarokklusion bei prophylaktischer oder therdigeher Gabe zu verhindern. In
Versuchen mit einem rein therapeutischen Ansatmtieogezeigt werden, dass PFC die
GrolRe von nekrotischen Arealen verringern kann][1-7

Um die Herzschadigung zu detektieren, werden diarzierten Areale denen von der
Ischamie betroffenen Areale (,area at risk”) gedmrgestellt. Eine Reduktion der GroRRe
der infarzierten Areale innerhalb der ,area at‘riskll als Parameter fir eine positive
Beeinflussung der Ischaemie- und Reperfusionsschagenutzt werden. Weitere
untersuchte Parameter sind wahrend der Ischamienaonbfolgender Reperfusion (I/R)
auftretende Herzrhythmusstérungen. Rhythmusstérukganen einen hohen Einfluss auf
die Letalitat bei I/R haben. Sie sollen in dieserarséich weiteren Aufschluss tber
Schwere des Schadens durch I/R geben und es $etsucht werden, ob der Einsatz von
PFC Inzidenz und Qualitat der Rhythmusstérungeimbasst.

2) Im Zellkulturversuch soll untersucht werden, @y dus polymerisiertem Hamoglobin
bestehende Blutersatzstoff HBOC-201 EndothelzellanSynthese von Hamoxygenase 1
anregen kann. Hadmoxygenase-1 ist ein Enzym das bBbawAvon H&m zu Bilirubin
beteiligt ist. H&moxygenase-1 wird bei erhohten Hglwbinkonzentrationen, bei
oxydaktivem Stress und durch dem HBOC-201 verwaBdit¢ersatzstoffe hochreguliert
[8, 9]. In Tierversuchen wurde gezeigt, dass HBQ@C-8ie Ausbreitung von nekrotischen
Herzarealen nach I/R vermindern kann. Eine Hochatigm von Hamoxygenase 1 durch
Gabe von HBOC-201 ware ein moglicher Wirkmechansmua bei erhéhter
Hamoxygenaseaktivitat im Herzgewebe eine wirkuntsv&chutzfunktion nach I/R

beschrieben worden ist [10-20].



2. Einleitung

Das Leben entstand vor etwa 3,5-4 Milliarden Jahirerinem Urozean, in dem sich
geochemisch produzierte energiereiche organiscHekile angereichert hatten. Ebenso
wie in der Uratmosphére fehlte in diesem UrozeameBaoff vollig; andernfalls hatten
sich aufgrund des hohen Oxidationspotentials vareoff organische Molekile weder
bilden noch erhalten konnen. In dieser Nahrlésurasserstoffreicher organischer
Molekile (z.B. Glucose) schwimmend, gewannen diestear prokaryotischen
Organismen ihre Energie  durch Glycolyse:  ATP  entsta durch
Substratkettenphosphorylierung [21].

Die Elektronentransportphosphorylierung ist jungerBatums. Da Sauerstoff im
Urozean fehlte, musste der bei der Oxydation osgdwer Molekile freiwerdende
Wasserstoff auf andere (organische) Molekile Ubgem werden. Als Endprodukte
entstanden dabei organische Sauren (Lactat, Aaeti, die den intrazellularen pH-
Wert erniedrigen und damit den Anstol3 zur Entwicllueiner ATP-getriebenen
Protonenpumpe in der Zellmembran gaben. Auf diesgs&Vkonnten Protonen nach
aul3en transportiert werden (Abb. 2.1 A) [21,22].

Mit fortschreitender Ausbreitung dieser Organismedie Energie ausschlief3lich auf
glycolytischem Wege gewannen, muss es im Urozeaohrau einem Mangel an
organischen Nahrstoffen gekommen sein. Der biotbgisVerbrauch Uberstieg die
geochemische Produktion der N&hrstoffmolekile. Ailtrde daher kostbar, jedenfalls
zu kostbar, um es im hergebrachten Ausmall zum e&kntder Protonenpumpe
aufzubrauchen. Es entwickelten sich daher Orgaemsigie Uber ein in der Zellmembran
lokalisiertes  Elektronentransportsystem verfigtemlas aus Molekilen  mit
unterschiedlichem Redoxpotential bestand; so ww@ideProtonentransport durch die
Zellmembran ohne ATP-Verbrauch mdglich (Abb. 2.1 Bgr Protonentransport wurde
so effizient, dass ein Konzentrationsgradient egtlder Zellmembran aufgebaut werden
konnte. Die ATP verbrauchende Protonenpumpe kommtedurch Protoneneinstrom in
die Zelle entlang des Gradienten —also durch Umkdds Protonenstromes- ATP
produzieren. Die ATP- Synthetase entstand aus rdigsekwarts laufenden
Protonenpumpe (Abb. 2.1 C).



Abb. 2.1.Schematische Darstellung von Protonentranspoeisyst und ATP-Synthese

A B C
H* H* H* H*
ATP  ADP+R ADP+R ATP
Zytoplasma

Mit weiterer Ausbreitung des Lebens auf der Erde les zunehmend zu einem Mangel
an Kohlenstoffverbindungen, die fir den Aufbau Velnensnotwendigen Zellbausteinen
bendtigt werden. Aus diesem Mangel der gleichbeshelitmit Energiemangel war
entstand die Fahigkeit mancher Zellen, das dan&thlich vorhandene COmittels
Lichtenergie durch Photosynthese zum Aufbau vonl&wohkasserstoffverbindungen zu
nutzen. Als Abfallprodukt der Photosynthese entst&8auerstoff, der sich in der
Atmosphare anreicherte und so die erste globale &lwergiftung ausloste, da die
Lebewesen bis dahin nicht in der Lage waren, sioh der Oxidation zelleigener
Molekule durch Sauerstoff zu schutzen [21-23]. Zesem Zeitpunkt entwickelte sich
ein aul3erordentlich gewinnbringender Mechanismus Rauerstoffentsorgung. Die
Elektronentransportsysteme wurden so veranders diee Elektronenlbertragung von
NADH+H" auf O moglich wurde. Das Prinzip des aeroben Stoffwdshsatstand.
Mittels dieses Prinzips ist es moglich, organisétwhlenwasserstoffverbindungen zu
Wasser und C®abzubauen und daraus mehr Energie zu gewinneresatsivor durch
anaerobe Stoffwechselwege moglich war. Die Zellarew so dem Sauerstoff nicht
mehr schutzlos ausgeliefert, und gleichzeitig kennstie bedeutend mehr Energie
erzeugen [23]. Dieser aerobe Stoffwechselweg wimtdd.aufe der Evolution immer
weiter verbessert. Mit Entstehung der Mitochondiiierden Eukaryonten vor etwa 1,5

Milliarden Jahren wurde der Elektronentransporm, Bhdoxydation von Wasserstoff mit
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Sauerstoff und die ATP-Synthese in  besonders teffekrbeitende spezialisierte
Zellorganellen verlagert. Man nimmt an, dass unsglith anaerobe rauberische
Prokaryoten aerobe Prokaryoten durch Endozytoseahuofen, diese aber nicht verdaut
wurden, sondern innerhalb des R&ubers weiterestestie So entwickelte sich eine
Symbiose beider Zellarten, wobei Energiegewinnund ATP-Synthese immer mehr
Aufgabe der aerob arbeitenden Partner blieben, siis sich schlie3lich zu den
Kraftwerken der Zelle —den Mitochondrien entwickelt Fir die Richtigkeit dieser
sogenannten Endosymbiontentheorie gibt es viel@ihialtspunkte, wie zum Beispiel
die Ahnlichkeit von Protein- und DNA-Struktur dewlaryotenorganellen mit ihren
prokaryotischen Vorlaufern [21,24,25]. Stellte &auerstoff zunachst eine Gefahr fur
das Leben da, so sind Lebewesen mit einem aerobEfwé&chsel —also auch wir
Menschen- obligat vom Vorhandensein von SauerstoKdrpergewebe abhéangig.
Sauerstoff kann durch Diffusion maximal Uber 1 mm Gewebe eine ausreichende
Konzentration fur den aeroben Stoffwechsel errgich®araus ergibt sich die
Notwendigkeit, dass der Sauerstoff aktiv ins Gewedrdert werden muss, wenn der
Organismus eine gewisse Grol3e Ubersteigt. Dahesnhsich im Laufe der Evolution
verschiedene Techniken zum Sauerstofftransportiekit.

Die Insekten verfiigen beispielsweise Uber ein vergi®s Netz von Luftréhren — den
Tracheen, Uber die das Gewebe sehr effektiv mieiStaff versorgt werden kann. Ein
solches Tracheennetz kann jedoch nur bis zu eieisgen Grol3e des Stromgebietes
eine ausreichende Ventilation herbeifihren, da St®mungseigenschaften stark von
Lange und Verzweigung der Luftrohren abhangig siDies ist ein Grund, warum
Insekten nie eine gewisse Korpergrofe tberschrigign

Tiere, die Uber Lungen oder Kiemen atmen verwenddiissigkeiten (Blut,
Hamolymphe) als Sauerstofftransportmedium, die meisich in zirkulierende Stromung
versetzt werden. Auf diese Weise lasst sichz@ar Uber grof3ere Distanzen als in
luftgeflllten Tracheen transportieren, doch ergigh hier ein Nachteil: Flussigkeiten
konnen wesentlich (ca. 20mal) weniger &ifnehmen als Luft. Daher hat sich in vielen
Tiergruppen ein @Transport durch spezielle ;@indende Proteine entwickelt. Im
menschlichen Blut liegen diese Proteine in Form \Wémoglobin dichtgepackt in
speziellen Transportzellen — den Erythrozyten vbtit der Entwicklung dieses
Transportsystems gelingt es, eine Sauerstoffkoregémt im Blut zu erreichen, die bis
auf 200 ml Q@ I"}, d.h. bis auf den ©Gehalt der Atmungsluft gesteigert wird [21, 26].
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Das Herz steht im Zentrum des Gastransportes mited zirkulierenden Strdomung von
Blut. Es muss nicht nur die Lungen und alle and€egane, sondern auch sich selbst
durch seine Pumpleistung mit Blut und somit mit &atoff versorgen. Daher muss das
Herz verglichen mit anderen Organen relativ viektieng erbringen; dies bedingt einen
aeroben Stoffwechsel, da Uber einen anaerobenwgitditel eine solch hohe Leistung
nicht dauerhaft zu gewahrleisten ware.

Kommt es aufgrund eines Verschlusses eines Korefidgs zu einem Stillstand der
Blutversorgung in einem Bereich des Herzmuskeld)rtfidies zu einem akuten
Sauerstoffmangel, einem Erliegen der Energiegewignudurch den aeroben
Stoffwechsel und schlie3lich zu einem Untergang besoffenen Herzmuskels. Die
Pumpfunktion des Herzens kann durch diesen Infetdek vermindert werden, so dass
es zu einer lebensbedrohlichen Mangelversorgun@dgne kommen kann.

Unsere heutige Medizin hat unterschiedliche Strategentwickelt, um die
Blutzirkulation im vom Herzinfarkt betroffenen Myakd wiederherzustellen.

In dieser Arbeit soll geprift werden, ob kiinstlishrgestellte Blutersatzstoffe, die Gber
die Fahigkeit verfigen Sauerstoff zu transportieeémen Beitrag zur Verhiutung oder zur
Therapieverbesserung des Herzinfarktes leistened@nn

2.1. Ansatz

Flanf Millionen Menschen sind jahrlich von periogerauftretenden Myokardischamien
betroffen. Diese Myokardischdmien aul3ern sich heikBpatienten auch im Rahmen
nicht-herzchirurgischer Eingriffe in Form von Rhythsstérungen, Angina pectoris bis
hin zum Myokardinfarkt mit hoher Letalitdt [27-30Rerioperative Myokardinfarkte
treten per definitionem wahrend einer Operationr adeerhalb der ersten Woche nach
einem operativen Eingriff auf und gelten als gedfgéhe Komplikation mit einer
durchschnittlichen Letalitat von 17%.

Nicht-herzchirurgische Eingriffe bei Menschen ohinéarktanamnese sind mit einem
perioperativem Infarktrisiko von 0,1-0,66% behaftBei Patienten, die bereits einen
Infarkt in der Vorgeschichte erlitten, erhdht sitleses Risiko auf das 10-50-fache; die
perioperative Reinfarkrate wird fur diese Patiegtappe mit 3,2 - 7,7% angegeb@7-
30].
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Fir diese Patientengruppe ware mdglicherweise epr@phylaktische oder
therapeutische Gabe plasmatischer Sauerstofftréager Vorteil. Hier soll auf zwei
chemisch unterschiedliche Sauerstofftrager undniglichen Einsatzmdglichkeiten bei
IschAmien des Herzens eingegangen werden. Derueitegsuchte Stoff (HBOC-201)
besteht aus chemisch modifiziertem bovinen Hamaglober andere (PFC) aus mit
Flour und Brom halogenierten organischen Kohlenersssffverbindungen.

Denkbarer Wirkungsmechanismus beider Stoffe wéare eierbesserte myokardiale
Sauerstoffversorgung, die Ischamie- und Reperfgsidmiden minimiert.

Ein weiterer Wirkungsmechanismus des HBOC-201 t@rgine Beeinflussung des
zellularen Hamoglobinabbaus durch das Enzym Hanengge- 1 sein, dessen zell- und
gewebsschitzende Wirkungen vielfach beschriebedemy10-20].

2.2. Hamoglobinldsungen

Die Entwicklung von Hamoglobinlésungen wird ursmlich durch den Wunsch
vorangetrieben einen Blutersatz zu schaffen, derakat auftretenden Andmien im
Ramen von traumatischen oder operativen Blutvestusias Leben des Patienten retten
kann, ohne von den (Ublichen Produkten aus Spenderblie etwa
Eythrzytenkonzentraten abhangig zu sein. Diesesidelsen Blutersatzpraparate aus
menschlichem Spenderblut haben den Nachteil dagBippenkompatibilitdten und von
transfusionsbedingten Infektionen, wie z.B. HIV pékepatitis B und C. Auch kann es
in bestimmten Situationen zu Engpassen in der Vgusg mit diesen Blutprodukten
kommen und fir Bluttransfusionen ist ein hoher oigatorischer und technischer
Aufwand fur Gewinnung, Testung und Lagerung notvignAn der Entwicklung eines
zellfreien Blutersatzstoffes wird daher seit vieldéahren gearbeitet. Erste klinische
Studien wurden bereits 1916 von SELLARDS und MINBA Freiwilligen sowie bei
anamischen Patienten durchgefihrt [31].

Bei den ersten Hamoglobinlésungen traten lebemehéche Nebenwirkungen in Form
von einer aktivierten intravasalen Gerinnung [3]-38wie von Fieber und
Nierenversagen [34] auf. Ursache hierfir warenRiiekstande von Zellmembranen, wie
z.B. Phospholipide [34, 35]. Noch 1978 zeigten sicleiner Studie zur Sicherheit von

Hamoglobinlésungen relevante hdmodynamische undhrakgische Komplikationen,
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die weitere klinische Studien fur Jahre nicht medmtretbar erscheinen lieRen [36]. Die
pathophysiologische Grundlage der hypertensiverekigf von Hamoglobinldsungen
konnte noch nicht endgultig aufgeklart werden. dfv3er Wahrscheinlichkeit spielt die
Bindung und daraus resultierende Inaktivierung vasodilatatorisch wirksamem NO an
das freie Hamoglobinmolekil eine wichtige Rolle QMScavenging®) [37]. Dartber
hinaus kann es unter HBOC-Anwendung zu einer edmjkteisetzung von Endothelin
sowie zu einer Sensibilisierung von Adrenozeptokemmen [38, 39]. Ferner ist als
klinische Nebenwirkungen die Methdmoglobinbildungz@ihren. Die vermehrte
Methamoglobinbildung erklart sich aus dem Fehlen Methdmoglobinreduktase und
anderer Reduktionsenzyme in der zellfreien Hamaglobung. Klinische Relevanz
kommt der Methamoglobindmie allerdings erst bei abesichung grol3erer
Hamoglobinmengen sowie bei einer Uberladung desromgitéar-phagozytaren Systems
(MPS) zu [40]. Die urspringlich beobachtete renbdizitdt von HBOC infolge von
Verunreinigungen durch  Phospholipidmembranen deithEbzyten in den Aalteren
Hamoglobinlésungen konnte durch Einfuhrung derdgitirifikation beseitigt werden.
Neben den Uberwiegend toxischen Nebenwirkungerbergaich weitere Probleme im
Zusammenhang mit der kurzen intravasalen Verweddader hohen Sauerstoffaffinitat
sowie dem hohen kolloidosmotischen Druck (KOD) tureine hohe Anzahl von
Einzelmolekilen und Fraktionen des Hamoglobins (s diesem Grund wurden die
zur Zeit zugelassenen bzw. in Phase-lll-Studienindkthen Praparate chemisch
modifiziert (Abbildung 2.2).
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Abbildung 2.2. Schematische Darstellung der Modifikationen von
Hamoglobinmolekilen zur Verminderung toxischer Netiekungen sowie zur
Verlangerung der intravasalen Halbwertszeit.

Dissoziation von Hamoglobin

Hb-Tetramer  Hb-Dimer Renale Clearance t
P o Intravaskulare HWZ |
P { Nephrotoxizitat

o Kolloidosmotischer Druck t

Intramolekulares ,Cross-linking*

Renale Clearance |
g gp Intravaskulére HWZ 1
P Nephrotoxizitét |

Kolloidosmotischer Druck @

Intermolekulares ,Cross-linking*
{con 5 P Renale Clearance

Intravaskulare HWZ 1

P @g Nephrotoxizitat |

Kolloidosmotischer Druck ¢

Konjugation mit Makromolekiilen

Renale Clearance |

P QX | Intravaskuldre HWZ 1

(@ ) 'FMD Nephrotoxizitat ¢
Kolloidosmotischer Druck @

Enkapsulierung in Liposomen

ﬁ/';- Renale Clearance |
Intravaskulare HWZ 1
'{?,/ Nephrotoxizitét |
< Kolloidosmotischer Druck

Durch die Polymerisation erhdht sich das mittlerelékulargewicht, wahrend sich die

Quelle [41]

Molekulzahl reduziert. Eine verlangerte intravasdlerweildauer und ein erniedrigter
KOD sind die Folge. Im Falle der von uns in derliegenden Versuchsreihe benutzten
Losung HBOC-201 betragt das Molekulargewicht in Abgigkeit vom
Polymerisationsgrad 64.000-500.000 Dalton. Dieawvdsale Halbwertzeit wird mit 16-
24 Stunden angegeben [40]. HBOC-201 ist eine eélfrultragereinigte, polymerisierte
Rinderhamoglobinlésung. Sie zeichnet sich durcle eiiedrige Sauerstoffaffinitat und
einen ausgepragten Bohr-Effekt aus, so dass eingesserte Gewebsoxygenierung
infolge der erleichterten Sauerstoffabgabe in deripRerie zu erwarten ist. Durch
Anderung des Ladungszustandes verschiebt sichalier§offbindungskurve im Sinne

einer erleichterten Sauerstoffabgabe in der Petiphwach rechts. Dies schlagt sich in

13



einem erhohten P50 in H6he von 36 mmHg gegenuberahem, in Erythrozyten

gebundenem Hamoglobin mit einem P50 in HOhe vom&81g nieder [40].

Inzwischen sind zahlreiche Hamoglobinlésungen imisthen Studien angewendet

worden. Eine Ubersicht (iber die verschiedenen Lgsuimgibt Tabelle 2.1.

Tabelle 2.1. Ubersicht (ber die in der Entwicklung befindlicherellfreien
Hamoglobinlésungen.
Produkt Hersteller Quelle Modifikation Entwicklungs stand
Baxter, intramolekulares Diaspirin 'IszaaLSn(:allI/lSchla anfalld
HemAssist™ | Deerfield, IL, |Human alpha-alpha “cross linked” 9 ’
gestoppt 2002, Herz-
USA Tetramer . .
Chirurgie, IHD
Hemosol, Intra- and intermolekulares | Phase 11/111,
HemoLink™ | Toronto, Human “cross-linking” mit O- IHD/Chirurgie/Herz-
Canada Raffinose Chirurgie
Phase Ill/ Zulassung
Biopure in Sud-Afrika
™ '
gim?ggirfm Cambridge, Bovin S(I)L:tﬂzlr?;;?/gn Perioperative
yo MA, USA y Transfusion, Herz-
Chirurgie, IHD
Somatogen, Intramolekular “cross- Phase Il gestonpt
Optro™ Boulder, CA, |Rekombinant|linking” Beta-Ketten 1999 9 PP
USA Mutation (108 Lys)
Enzon,
PEG-Hb™ | Piscataway, NJ, Bovin Polyethylen“GchoI- , Phase Ib, Tumor
USA konjugiert (“pegylatated”) | Radiosensibilisierung
Apex
Bioscience, Oberflachen-modifiziertes | Phase Ill, NO-
PHP Research Human Polyoxyethylen- induzierte
Triangle Park, pyridoxiliertes Polymer Hypotension
NC, USA
Northfield, Phase Ill, Trauma
PolyHeme™ | Evanston, IL, |Human glutaraldehyd polymerisatic . '
USA perationen
Quelle [42]

In Tierexperimenten konnte gezeigt werden,

dass HBOC ein suffizienter

Volumenersatz und eine adaquate oder sogar vertessewebsoxygenierung nach

hamorrhagischem Schock und wahrend Blutaustausdiianésind. Durch chemische

Modifikation von HBOC kann die Intensitat der vasoktriktorischen Nebeneffekte, die

durch NO-Bindung verursacht sind, reduziert werdeie. erhdhte Sauerstoffextraktion
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in Anwesenheit von HBOC in Kombination mit dem phagischen Sauerstofftransport
bewirken trotz Vasokonstriktion eine gesteigerte wElgssoxygenierung sogar im
poststenotischen Gewebe. Mit HBOC wird die Perfusauf mikrozirkulatorischer
Ebene verbessert, so dass Gewebsschaden nach aRa#ekreatitis oder
Ischamie/Reperfusion am Herzen und am Hirn siganfikeduziert werden konnten [43-
47].

Klinische Studien haben gezeigt, dass der peritiper&insatz von unterschiedlichen
Hamoglobinlésungen (Hemopure®, PolyHeme®, Hemolink®d HemAssist®) die
Anzahl der benétigten homologen EK reduzieren uied Ahzahl der Patienten ohne
Fremdbluttransfusion erhdhen kann. Dies wurde beifdlpatienten, in der Gefal3-,
Herz- und Abdominalchirurgie gezeigt. PolymerigeHBOC scheinen eine geringere
Inzidenz an  Nebenwirkungen zu haben als intra-nuddek vernetzte
Hamoglobinpréaparate. Bislang ist HBOC-201 (Hemo@yrédie einzige Substanz mit
einer Zulassung fur die Therapie perioperativerrAiedin Studafrika [48, 49].

2.3. Perfluorocarbone

Die Perfluorocarbone (PFC) sind wie HBOC als Kiktst Blutersatzstoffe mit der
Fahigkeit zum Sauerstofftransport entwickelt wordBPas erste Medikament auf PFC-
Basis wurde bereits vor mehr als 20 Jahren vonrG@eess Corporation (Osaka, Japan)
unter dem Handelsnamen Fluosol® angeboten. Pesftadoone sind organische
Kohlenwasserstoffverbindungen, die komplett mitoFluund Bromatomen halogeniert
wurden. Bevor sie als Blutersatz angewandt werdamén, missen sie aufgrund ihrer
Wasserunloslichkeit emulgiert werden. PFC zeichsienh durch eine relativ hohe Dichte
(>2g/dl) aus und sind chemisch inert. Dies verhihdeine Metabolisierung zu
moglicherweise toxischen oder wirkungslosen Abbadpkten. Nach intravendser
Applikation betragt die intravasale Halbwertszeit &erfluorocarbone etwa 2-5 Stunden.
Die Halbwertszeit ist abhangig von der Partikelgso®obei sie zunimmt, je kleiner die
Partikel sind. Perfluorocarbone werden aus dem @Buinittelt durch Makrophagen in
das mononukledren Phagozytosesystem (MPS) umvergt zu einer Anreicherung
vor allem in Leber und Milz fihrt. Die Halbwertszen MPS betragt 2 bis 5 Tage. Nach

Aufenthalt der Perfluorocarbone im MPS reichernssgh im Fettgewebe an, wo sie bis
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zu mehreren Monaten verbleiben, um anschlieRenchcalimahlichen Ubertritt ins Blut

in die Lunge zu gelangen und dort abgeatmet zueverd

Perfluorocarbone sind in der Lage grol3e Mengen éwatibxid, Sauerstoff und andere
Gase physikalisch zu losen. Dabei ist die Menggeddstem Gas direkt proportional zu
dem Partialdruck des Gases. Fir die klinische Arnlweg bedeutet dies, dass die Hohe
der inspiratorischen Sauerstoffkonzentration dirdie Menge an geléstem Sauerstoff
bestimmt. Bei einem pOvon 600 mmHg gewahrleisten die neueren PFC-Emudsion
einen Sauersoffgehalt, der im Bereich des intrhevgytaren Hamoglobins liegt
(Hamoglobin: 20 ml @/ dl; Perflurbron: 17 ml @/ dl). Um einen Sauerstofftransport
durch PFC in das Gewebe zu gewahrleisten, muss diso inspiratorische
Sauerstoffkonzentration relativ hoch sein. Ein wégsher Vorteil der Perfluorocarbone
besteht darin, dass sie Sauerstoff leicht in dapRerie im Gewebe abgeben kdnnen. Da
der Sauerstoff im PFC physikalisch geldst und nieig beim Hamoglobin kovalent
gebunden ist, kann in hypoxischem Gewebe nahezwegamte Sauerstoff aus dem
Intravasalraum abgegeben werden. Weitere Vortede Rerfluorocarbone sind die
extrem geringe Viskositat und die im Vergleich zdrythrozyten sehr viel kleinere
Partikelgrof3e (0,2-0,4 um Durchmesser). Dies madhdtPerfluorocarbone zu einem
idealen Sauerstofftrager fir Gewebe und Organeyalekritisch reduzierter Perfusion

betroffen sind.
In dieser Arbeit soll die PFC-Emulsion, Oxygent &lliance Corp., San Diego, USA)

zur Anwendung kommen, welche auf Perflubron (Perfioctylboromid 68%: F:7Br)
und PFDP (Perfluorodecylbromid 2%;id4,:Br) basiert.
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Abbildung 2.3. Strukturformel von Perfluorooctylbromid (1) und
Perfluorodecylbromid (2)
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Die Emulsion setzt sich aus 60% Perflubron, 3,6%elBrPhospholipiden und Lecitin
zusammen. Oxygent ® ist bei Zimmertemperatur fihmaee Stunden stabil und kann
bei Kuhlschranktemperatur (+4°C) fir mehrere Momgiagert werden.

Die gute Vertraglichkeit von Oxygent® konnte im ffedell und in der klinischen
Erprobung am Menschen in Dosierungen von bis zugkg KG gezeigt werden [50-
52]. An klinischen Nebenwirkungen konnten lediglgtippedhnliche Symptome, die auf
kurzfristige Ausschittung von Cytokinen zurickzur sind, eine dosisabhéngige
Thrombozytopenie, die ohne klinische Relevanz blelwie eine tempordre Erhéhung
von Leberenzymen festgestellt werden.

Wie erwahnt besteht ein Nachteil der Perfluorocaebodarin, dass eine hohe
inspiratorische Sauerstoffkonzentration von 50% 1% zur ausreichenden L6sung
von Sauerstoff gewahrleistet sein muss. Somit emgedich Anwendungsmaoglichkeiten

vor allem bei beatmeten Patienten im Zusammenhahginer praoperativen, akuten,
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normovolamischen Hamodilution. So konnte fur Oxygen in einer klinischen Studie
bei orthopadischen Eingriffen mit hohem Blutverlgskeigt werden, dass Oxygent® im
Vergleich mit kolloidalen Lésungen und Eryhrozytenkentraten in der Lage ist, Gber
einen signifikant l&ngeren Zeitraum und bei eineddren Anteil von Patienten das
Auftreten von definierten Transfusionstriggern Wgpotension, Tachykadie, reduzierter
gemischtvendser Sauerstoffsattigung zu verhinderdoperativ wurde bei den Patienten
im Rahmen einer Hamodilution ein Zielhamoglobinwedn 9 g/dl erreicht und
anschlieend wurde mit jeweils 450 ml einer koldé&h LOsung,
Erythrozytenkonzentraten oder 0,9 bzw. 1,8 g/kgB%ygent® substituiert [52].

2.4. Myokardinfarkte und alternative Sauerstoffrager

Ein akuter thrombotischer Verschluss eines Herzgeféles ist die Ursache des
Herzinfarktes bei der Uberwiegenden Anzahl dereR&gn [53]. Die Ischamie des
Herzmuskels bewirkt eine Diskrepanz zwischen mydikéem Sauerstoffangebot und
Sauerstoffbedarf.
In verschiedenen Tiermodellen konnte gezeigt werddass die Gruppe der
Perfluorocarbone (PFC) die Ausbildung von Ischamied Reperfusionsschdden am
Herzmuskel reduzieren kdnnen [4, 54-57]. In den U84t deshalb eine Zulassung fur
PFC fur die intrakoronararterielle Applikation beler percutanen transluminalen
coronaren Angioplastie (PTCA) vor. Die angeflhr@&udien untersuchten allerdings
Uberwiegend PFC-Losungen mit geringer Sauerstoffprartkapazitat sowie
ausschlie3lich einen therapeutischen Einsatz dsungen, d.h. dass die Gabe erst nach
erfolgter Ischdmie erfolgte. Der Nachteil auch leir Anwendung moderner PFC-
Losungen liegt in der Notwendigkeit, eine hohe iraprische Sauerstoffkonzentration
von 50-100% gewahrleisten zu mussen, da nur soaeisieichende Menge an Sauerstoff
physikalisch gelost werden kann [7]. Der VorteinvlBOC liegt demgegeniber in der
wirksamen Abgabe einer nachweisbaren Menge an Saffeunter Atmung von
Raumluft (21% Q) und der geringen Dosis von HBOC, die fur eine Wegtierung des
Gewebs-p@ notwendig ist (0,4 g kY, d.h. nur 200-250 ml auf den Menschen
Ubertragen [43,44].
Zur prognostischen Bedeutung perioperativer Myakatdimien liegen zahlreiche
klinische Untersuchungen vor [29, 30, 58]. In ei&udie von MANGANO et al. zur
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perioperativen kardialen Morbiditdt und Mortalitdtei nicht kardiochirurgischen
Eingriffen fanden sich an 474 Patienten mit nachgs@ner koronarer Herzerkrankung
bzw. mit Risikofaktoren fir eine koronare Herzeriitang. Bei 18% dieser Patienten
traten postoperative kardiale Komplikationen wieutak Herzinsuffizienz, instabile
Angina pectoris, ventrikulare Tachykardie, Myokafdrkt oder akuter Herztod auf. Mit
dem Auftreten unmittelbar postoperativer Myokarb&mien war das Risiko kurzfristig
nachfolgender ischamischer Komplikationen wie Aagpectoris, Myokardinfarkt oder
akutem Herztod um mehr als das 9-fache erhoht. Aumh Hinblick auf die
Langzeitprognose Uber 2 Jahre zeigte sich, dassiakarKomplikationen mehr als
doppelt so haufig auftraten, wenn perioperative kdydischamien detektiert wurden
[29]. In einer Ubersichtsarbeit weisen BOTTIGER UMARTIN darauf hin, dass die
schwersten IschAmien am Ende des chirurgischermrifénigzw. im Zusammenhang mit
der Ausleitung der Narkose zu erwarten sind [27].

Eine Besonderheit perioperativer Myokardischamiestdéht darin, dass das Risiko ihres
Auftretens oft schon bei Planung und VorbereituagMarkose bekannt ist. Somit bietet
sich die Moglichkeit einer zeitlich begrenzten prglaktischen Intervention bei
Patienten mit hoch eingeschatzter Gefahrdung dupshtioperativ auftretende
Myokardischamien an. Ein méglicher prophylaktiscBersatz von HBOC oder PFC bei
kardialen Risikopatienten stellt einen vollig ndigan Ansatz zur perioperativen
Risikoreduktion dar. Bei kardialen Hochrisikopat®m gibt es einige andere Strategien
zur Minimierung des Narkoserisikos. Zu nennen se derbreitet angewandte
perioperative B-Adrenozeptoren-Blockade [59-61]. Auch fir die Amdang von
Statinen [62, 63] und thorakalen Epiduralkathe{é#] existieren Studien, die auf eine
perioperative Risikoreduktion hinweisen. Neben ddyen beschriebenen Strategien
kénnten HBOC oder PFC Uber einen vollig andererkivachanismus das Risiko von
Myokardischamien oder deren Konsequenzen (z.B.gmaliRhythmusstérungen oder
Myokardinfarkte) reduzieren.

Eine tierexperimentelle Untersuchung zu den Auswigden einer Applikation von PFC
vor bzw. nach Anlage einer Okklusion der linken &tmararterie mit anschlieRender
Reperfusion stellt vor diesem Hintergrund den erskehritt fur eine innovative auf
Vorbeugung beruhende klinische Behandlungsstratigie

19



2.5. Reperfusionsschaden

Myokardischamien  kdnnen am  wirkungsvollsten  durch 6glehst  rasch
wiederhergestellten Blutfluss (Reperfusion) im bfénmen Gewebe behandelt werden,
da von der Dauer der Ischdmie die Funktion und Elieolung des Gewebes stark
determiniert wird. Es stehen mehrere TechnikenVigderherstellung des Blutflusses
zur Verfigung. Zu nennen sei die medikamentdse mhatyse, die operative Anlage
von Bypassen oder die PTCA mit Ballonerweiterung.bdes Setzen eines Stents in die
okkludierte Koronararterie. Mit WiederherstellungsdBlutflusses werden aber auch
bedrohliche Reaktionen im von der Ischamie gesdtgaiGewebe hervorgerufen. Hier
soll im Besonderen auf drei bedeutende Reperfusobiéslien eingegangen werden: das
myokardiale Stunning, die mit Reperfusion vergashlafteten Arrhytmien und der

vaskulare Reperfusionsschaden.

25.1. Myokardiales Stunning

Das myokardiale Stunning ist definiert als eine larmgsamte Erholung vitaler

Herzareale, die von einer Ischdmie gefolgt von reReperfusion betroffen sind. Die

verlangsamte Erholung des Herzgewebes aul3ert sieimer deutlich eingeschrankten
Funktion trotz der Wiederherstellung des Blutfliss$@5, 66]. Die Auspragung dieses
Reperfusionsschadens ist von der Dauer und dem &Xsder vorangegangenen
IschAmie abhéngig. Viele Studien belegen diese pégte Wiederherstellung

systolischer und diastolischer Herzfunktionen. Sanrk nach einer erfolgreichen

Thrombolyse die Herstellung einer zufriedensteleandHerzleistung von 10 Tagen bis
hin zu mehreren Wochen dauern [66-70]. Eine scareNerbesserung der Herzfunktion
konnte bei Patienten festgestellt werden, bei defe® Reperfusion innerhalb der ersten
4 Stunden nach Auftreten von infarktbedingten Sctere erreicht wurde. Bei der

Vergleichsgruppe betrug das Ischdmie-Intervall malsr 4 Stunden. Hier wurde eine
vergleichbare Erholung des Herzens entweder eist téngerer Zeit, oder gar nicht
erreicht [70].
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2.5.2. Arrhythmien

Jahrlich sterben etwa 100.000 Menschen in Deutsdhdan plotzlichen Herztod. Bei den
lebensbedrohlichen Rhythmusstérungen handelt ésvsicallem um Kammerflimmern,
Tachykardien und Asystolien [71]. In der Uberwiedem Zahl der Falle ist die koronare
Herzerkrankung der auslésende Faktor. In 40% fisoét ein akuter Myokardinfarkt, in
39% ein transientes myokardischdmisches Ereigrisnum in 20% kommt es zu einer
lebensbedrohlichen Arrhythmie ohne Stdrung der Myd#urchblutung [72]. Kardiale
Arrhythmien sind damit eine typische und relativutige Folge von myokardialen
Perfusionsstorungen mit konsekutiver Sauerstofferversorgung des betroffenen
Gewebes. Darlber hinaus treten in der Reperfushasepverstarkt Arrhythmien auf.
Besonders eine Belastung mit freien Sauerstoffedeiikzu Beginn der Reperfusion wird
als Ausloser von Arrhythmien diskutiert [73-76]. nEi Reduktion von zellularen
Ischdmie- und Reperfusionsschaden kann zur einengesten Mortalitat durch eine
Reduktion von Arrhytmien fihren [75]

2.5.3. Vaskulare Reperfusionsschaden (no-reflonqimenon)

Kommt es trotz Beseitigung eines infarktverursadeen Flusshindernisses in den
Koronarien zu einer Einschrédnkung der Gewebsduothby, spricht man vom no-
reflow Phanomen [75, 95, 96].

Bei der Entwicklung von diesen Reperfusionssché&geelen neben Inhibition der NO-
Wirkung im  Endothel und Entstehung von  Sauerstdika@en auch
Entzindungsreaktionen im Gewebe eine Rolle. Diénhtigsten Mechanismen, die zum

no-reflow Ph&nomen fuhren sollen im Folgenden kiaigestellt werden.

2.5.3.1. Einschrankung der Stickstoffmonoxyd (WBung

Der Botenstoff NO bewirkt eine Vasodilatation inuRBjefaRen. Die Reperfusion kann
jedoch dazu fuhren, dass NO im Endothel nicht nrel@iner Menge vorhanden ist, die
einen ausreichenden Blutflul3 innerhalb der Kamhagewahrleistet. Der Verbrauch von

NO resultiert u.a. aus dessen Eigenschaft eine iMiwhg mit Sauerstoffradikalen
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einzugehen, deren Entstehung insbesondere durchrfRgipn hervorgerufen werden
kann. Dies fuhrt zu einer Vasokonstriktion, die emer Perfusionsminderung des
Gewebes endet [78, 79].

2.5.3.2. Freie Sauerstoffradikale

Mit Beginn der Reperfusion kommt es zur vermehrt€ntstehung von freien
Sauerstoffradikalen [79-85]. Zu ihnen gehdren dape®oxid-Anion (@), Hydrogen
Peroxid (HO.) und das Hydroxyl-Radikal (OH Unter normalen physiologischen
Bedingungen kommt es vor allem im mitochondraleekEbnentransportsystem zur
Bildung von Sauerstoffradikalen. Auch im endoplassecaen Retikulum und in
nukledren Membranen konnen Sauerstoffradikale eimgst Die Zelle verfligt Uber
verschiedene Mechanismen, diese Radikale zu esgifier spielt vor allem das im
Zytosol und im Mitochondrium vorhandene Enzym Sopgd-Dismutase (SOD) eine
Rolle [86]. Wahrend einer Ischamie und vor allemzknach Reperfusion kommt es zu
einer vermehrten Bildung von Sauerstoffradikalere 8ntstehen in Mitochondrien,
werden vom vaskularem Enzym Xantinoxidase und ventrophilen Granulozyten
gebildet [86, 87]. Je nach Auspragung und Dauer ldehdmie kann es zu einer
Uberlastung der zelleigenen Entgiftung der Sauffratbkale kommen. Das bermaRige
Anfallen von Sauerstoffradikalen kann folgende Ef#e auf die betroffenen Zellen
haben:
Mehrfach ungeséttigte Fettsduren und Proteine, Bistandteile der Zell- und
Mitochondrienmembran sind, werden oxydiert. Es kanamfgrund der entstehenden
Membranschaden zu einer erhdhten zytosolischenudatonzentration. Dies fuhrt zur

Aktivierung von Proteinkinasen, Phospholipasen amdleren am Abbau von

Zellbestandteilen beteiligten Enzymen

Triggerung weiterer Sauerstoffradikalentstehung chllur Aktivierung der

endothelialen Xantinoxydase

Abnahme der Sensitivitat der Mikrofilamente fir ‘Gawas zu myokardialem

Stunning fuhrt

Veranderung des Ablaufes des Aktionspotentialese wWilihe und spate

Nachpolarisation und erhdhte Neigung zur ektopelzdRéstehung, was die
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Entstehung von Arrhythmien hervorruft

Auftreten von chromosomalen Aberrationen und DNA&IEN

Inaktivierung von NO

Aktivierung des Komplementsystemes

Expression von Adhéasionsproteinen wie P-Selektias veur Verlegung der
Kapillaren durch am Endothel angelagerte neutrepBiianulozyten fihrt [73].

2.5.3.3. Das Komplementsystem

Zur Initiation und Aufrechterhaltung einer Entziindareaktion ist eine Aktivierung des
Komplementsystems notwendig. So kommt es auch imhniRa des
Reperfusionsschadens zu einer Reaktion des Komptsmd88, 89]. Fur
Sauerstoffradikale wurde gezeigt, dass diese iLage sind, direkt eine Aktivierung des
Komplementsystems zu erreichen [89, 90].

Die Komplementreaktion wird durch Anaphylatoxinea(UC3a, C4a und C5a) vermittelt.
C3a, C4a und Cb5a wirken direkt vasokonstriktorisarstarken die Gefalipermeabilitat
und vermitteln eine Freisetzung der Entzindungsatedin Histamin, so wie von
Thromboxanen und Leukotrienen. Durch diese Entziigsmediatoren kommt es u.a.
zu einer Schwellung der Endothelzellen, so dassG#dallumen verengt wird und sich
die Gewebsperfusion verschlechtert. C5a wirkt &gker Ausloser von Chemotaxis, die
eine Adhésion und Einwanderung von neutrophilenn@czyten in das Endothel zur
Folge hat [88, 89].

Zur Koplementreaktion gehort auch die Bildung dédembrane Attack Complex”
(MAC, C5b-9).

Dieser ist in der Lage, Zellmemranen durch dasiUgieh von transmembrandsen Poren-
Proteinkomplexen zu attakieren. Der Effekt des dalten CH-Einstromes wurde in
Abschnitt 2.5.3.2. beschrieben. Eine hohe Konzentration von MAC helllyse zur
Folge. Durch Vermittlung von P-Selektin kann der ®A&ine gesteigerten Adh&sion von

neutrophilen Granulozyten bewirken.
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2.5.34. Neutrophile Granulozyten

Neutrophile Granulozyten sind mafgeblich an der éfowvon in den Korper
eingedrungenen pathogenen Keimen beteiligt. Sid siach fur die physiologische
Antwort auf Gewebsschaden verantwortlich. Die Bédeg der neutrophilen
Granulozyten in Bezug auf Ischamie- und Reperfissohaden setzt sich aus folgenden
Reaktionen zusammen:
Freisetzung von verschiedenen Proteinasen (Elastzadagenase, Gelatinase)
[91]
Freisetzung von Entzindungsmediatoren insbesondere Leukotrien B4,
Thromboxan A2 und PAF (Platlet aktivating faktory[ 91, 92].
Feisetzung von freien Sauerstoffradikalen [77,92]..
Anlagerung von neutrophilen Granulozyten an das obrel, was zur
Behinderung des Blutflusses in kleinen Gefal3enKeillaren fuhrt. Es kommt
zu sogenanntem Rolling und Sticking, das heil3t inene durch die erhdhte
Affinitdt der Leukozyten zum Endothel ausgeldstenerlangsamten
Rollbewegungen der Leukozyten entlang der Endothedwv bzw. zu
Verschlissen kapillarerer Strombahnen [65, 77993,
Diese Reaktionen filhren zu einer Schwellung deroBradzellen (Gewebsédem) und
somit zu einer Einengung des Gefalllumens. Die dumehtrophilen Adhé&sion

hervorgerufene Perfusionsbehinderung wird infodgsen weiter verschlechtert.
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2.6. Maogliche Wirkungen von HBOC / PFC auf Ischamieund
Reperfusionsschaden

2.6.1. Wirkungen von PFC auf Ischamie- und Repmmisschaden

Die PartikelgréfRe der in Oxygent ® enthaltenen RieGagt nur etwa 1/70 der GrolRe
eines Erythrozyten und PFC Emulsionen verfigen @éose geringe Viskositat. Somit

besteht die Moglichkeit, mit PFC von Ischamie urep&fusion betroffenes Herzgewebe
mit Sauerstoff zu versorgen, das aufgrund der Adh&son Neutrophilen am Endothel

und der entziindlichen Schwellung des Gewebes vgihrgzyten nicht mehr erreicht

werden kann [95].

In mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass d&Gunktion von neutrophilen

Granulozyten hemmen kann [7, 57, 56, 96]. Diesvbatallem hemmenden Einfluss auf
die gewebsschadigenden Einflisse der neutrophitamu®zyten, wie Freisetzung von
Sauerstoffradikalen und Endotheladh&sion bzw. Chexrso

2.6.2. Wirkungen von HBOC auf Isch&mie- und Repofisschaden

Auch polymerisierte Hamoglobinmolekile haben wieCHFartikel eine sehr viel
geringere GroRe, als ein Erythrozyt. Somit verfugge Uber &hnliche positive

rheologische Eigenschaften wie das PFC.

2.6.2.1. Hamoxygenase 1 und Ischamie-/ Reperksibéden

Fir andere kinstliche Blutersatzstoffe auf Hamaglmdsis konnte gezeigt werden, dass
sie in der Lage sind, eine vermehrte ExpressionHizeschockproteins Hamoxygenase
1 (HO-1 ,Synonym: HSP 32) hervorzurufen [97]. Irelen Studien konnte belegt
werden, dass HO-1 einen protektiven Einfluss bediigl Ischamie- und
Reperfusionsschaden ausubt [10-20].

HO-1 ist wie Hdmoxygenase 2 (HO-2) am geschwirglighestimmenden Schritt des
Abbaus von H&m zu Bilirubin beteiligt (Abb. 2.3)OHL und HO-2 sind Isoenzyme,

wobei HO-2 in einer konstanten vergleichsweisengem Menge in der Zelle vorhanden
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ist. Die Expression von HO-1 erfolgt aufgrund véisdener Stimuli und kann um ein

Vielfaches hoher ausfallen, als die der HO-2 [9].

Abb. 2.4.Reaktionsgleichung des Hamabbaus durch Hamoxygenase

Hamoxygenase Biliverdinreduktase
Ham m» Biliverdin m P Bilirub in
NADPH+H" NADP NADPH+H* NADP
+ CO
+ Fe'

Fur die protektive Wirkung der HO-1 sind folgendgdaschaften verantwortlich:

Das beim Hamabbau freiwerdende Kohlenstoffmonoxy®)(ist wie NO ein
Mediator fur Relaxierung von glatter GefaBmuskulatds kann somit der
Verengung der GefalRe wahrend der Reperfusion esmigeiken [11, 20]. CO
verhindert dariber hinaus das Auftreten von kaedi#@rrhythmien [11, 12].
Biliverdin und Bilirubin sind potente Radikalfangdfs konnte gezeigt werden,
dass Bilirubin den Schaden durch Sauerstoffradikale der Reperfusion
signifikant verringern kann [19].

HO-1 greift in die Regulation von endothelialen r&itproteinen ein, die eine
Adhéasion von neutrophilen Granulozyten vermittedl@AM). Aufgrund dieser
Wechselwirkung kann der Schaden durch neutrophitan@ozyten in der
Reperfusion vermindert werden [98].

Durch Hochregulation von Cyclooxygenase 2 (COX @jcd HO-1 Aktivitat
kommt es zur Ausschittung der Prostaglandine, B@d PGE. PGh hat einen
hemmenden Einfluss auf die Thrombozytenaggregatias die Durchblutung
des ischamischen bzw. reperfundierten Myokards essdrt. PGE wirkt
vasodilatatorisch und hemmt Immunreaktionen (Makeggnfunktion, T-Killer-
und Helferzellen), was ebenfalls Ischamie- und Repmnsschaden verhindert
[99, 100].
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3. Material und Methodik des tierexperimentellen Vesuches / PFC

3.1. Tierschutz

Far die in dieser Arbeit vorgestellte Versuchsreitngrde nach veterinamedizinischer
Begutachtung eine Genehmigung des BAGS der FrandnHansestadt Hamburg erteilt
(Antragsnummer 51/02). Die Versuche wurden ent$@ned dem ,Guide for the Care
and Use of Laboratory Animals” von 1996 des NatidRasearch Council, Institute of

Laboratory Animal Resources, Comission on Life 8Bcg durchgefihrt [101].

3.2. Statistik und Fallzahlberechnung

Ausschlaggebend fir die Kalkulation der Fallzahlr veds Hauptzielparameter das
Infarktareal als Anteil an der ,Area at Risk" im &faveis mittels Farbung mit Triphenyl-
Tetrazolium-Chlorid nach Demarkieung der ,Area askR durch ,in vivo“-Injektion
von Patentblau. Zugrundegelegt wurden die Effeklie, mit Perfluorocarbonen in
vergleichbaren Modellen erzielt wurden [102]. Enégihend diesen Ergebnissen wurde
eine Reduktion des Areals um 25% in der Prophylékpoder Therapie-Gruppe (2) im
Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe (3) aragemen. Die Bestimmung der
notwendigen Gruppengréf3e erfolgte Computergestiitatat, Graphpad Corp, CA,
USA). Bezogen auf den HauptzielparameteFéhler: 5%,3-Fehler 20%, Power: 0,8)
ergab sich somit zunachst eine Anzahl von 10 Tiqmen Gruppe, die komplett den
Versuch durchlaufen missten. Aus ethischen Griundende der Bedarf an
Versuchstieren mdglichst gering gehalten. Deshallfolgte eine blockweise
Randomisierung von jeweils 8 Tieren und eine Zwésemnalyse nach jeweils 8 Tieren,
die den Versuch komplett durchlaufen hatten. Enteicein Tier nicht das geplante
Versuchsende wurde der Versuch bezogen auf diedRaserungsliste als nicht erfolgt
gewertet. Nach Erreichen eines Signifikanzniveaos 0,05 fur den Unterschied
zwischen einer der Behandlungsgruppen gegenubefatgroligruppe bezogen auf den
Hauptzielparameter wurde die Versuchsreihe gepbesindet. Aufgrund einer hohen
frihzeitigen Mortalitat von 40-50% entsprechend eaad Publikationen [103] im
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myokardialen Infarktmodell der Ratte wurde zunaese entsprechend hdhere Tierzahl
fur den Versuch beantragt. Es wurden fir die Patemmeie sich auf die GroRRe der
Infarktareale bezogen nur Tiere in die Auswertumgeschlossen, die den Versuch
komplett durchlaufen haben. Fur das Nebenzielknmerder Arrhythmien wurden alle
Tiere in die Auswertung eingeschlossen, die detpdekt der Randomisierung erreicht
hatten, unabh&ngig davon zu welchem Zeitpunktrsieveiteren Verlauf verstarben oder
den Versuch komplett durchliefen.

Die statistische Auswertung erfolgte Computergestitmittels SPSS 9,0.
Kontinuierliche, wiederholte Parameter wurden nsttANOVA mit a-Korrektur fir
Messwertwiederholung (Varianzgleichheit: BonferoMarianzungleichheit: Dunit-C)
verglichen. InfarktgroRen (TTC), wurden mittels mseitigem T-Test fur unverbundene
Stichproben verglichen. Bei ordinalen Daten (Arhimgien) erfolgte die Testung
zwischen den Gruppen mittels Mann-Whitney U-Test. i<0,05 wurde als signifikant

angenommen.

3.3. Operativer Versuchsablauf

3.3.1. Versuchsgruppen

Fur den vorliegenden kardialen Ischamie- und Reperhsversuch teilten wir die
Versuchstiere in jeweils eine Prophylaxe-Gruppe €ipe Therapie-Gruppe (2), eine

Kontrollgruppe, die kein PFC erhielt, jedoch miO% Sauerstoff beatmet wurde (3) und
eine Kontrollgruppe, die kein PFC erhielt und n#3 Sauerstoff beatmet wurde (4).

3.3.2. Versuchstiere
3.3.2.1. Art
Bei den Versuchstieren handelte es sich um mamnBgrague-Dawley-Ratten, die wir

mittelbar Uber die Versuchstierhaltung des Univatsklinikums Hamburg-Eppendorf
vom Zuchter Charles River Wiga GmbH (Sulzfeld, Bebhtand) bezogen.
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3.3.2.2. Haltung

Die Tiere wurden vor Versuchsbeginn mindestens §eTaur Gewohnung in der
Versuchstierhaltung des Universitatsklinikums Hargbippendorf bei einem 12-
stiindigen Hell-Dunkel-Rhythmus, 20°-22°C Raumteraperund 50-60%iger relativer
Luftfeuchtigkeit gehalten. Die Erndhrung bestand &NIFF Standarddiat (Hamburg)
und Wasser ad libitum. Ab dem Vorabend des Versucterden die Tiere nichtern
belassen, hatten allerdings weiter freien Zugany\Vasser. Der Transport zum Labor

erfolgte in einer gewarmten Transportbox.

3.3.3. Narkose und Praparation

Um die Letalitdét im myokardialen Ischamiemodell gering wie moglich zu halten,
wurde das Narkoseregime im Rahmen der Etablierwesy Modells vor Beginn des
Hauptversuches fortlaufend optimiert. Im Folgendard im Detail die Narkosefiihrung
und Praparation dargestellt. Die wesentlichen 8etsind in Abbildung 3.1 dargestellt.
Die Versuchstiere wurden vor Beginn des Versuchegshdeine intramuskulare Gabe
von Ketamin (80 mg kg und Midazolam (3 mg kb in Allgemeinanasthesie versetzt.
Hierbei wurde ein maximales Injektionsvolumen von2 Oml je Muskel nicht
Uberschritten [104]. Nach Aussetzen der Abwehrbewggn wurden die Tiere auf einen
beheizbaren Kleintier-OP-Tisch (Heated Rodent Gpeyalable, Harvard Apparatus)
gelagert. Unter Sauerstoffinsufflation, EKG-Ableigy rektaler Temperaturmessung und
Pulsoximetrie erfolgte nach Lokalinfiltration (Lidain 0,1%: 0,5 ml) eine Tracheotomie.
Nach Anlage eines zentralen intravenésen Zugangesdie V. cava superior wurde die
Narkose als total-intravenése Anasthesie mit Mitlmo(10 mg kg h') und einem
Fentanylbolus (7,5g kg") aufrechterhalten. Die weitere Fentanylapplikatirde dem
individuellen Bedarf der Tiere angepasst, der debrteilung der Narkosetiefe anhand
des Verhaltens von Pulsfrequenz, Blutdruck und éRethtus festgestellt wurde. Zur
Erhaltung des Fliissigkeitshaushaltes wurde denefignsgesamt 20 ml Kgh*
Flussigkeit zugefuhrt. Dieses Volumen setzte sich @der Midazolam-Losung und NacCl
0,9% zusammen. Die Ratten wurden unter dieser M#&dik mit einem Sauerstoff-
/Luftgemisch kontrolliert beatmet (Inspira AdvanceSiafety Ventilator, Harvard
Apparatus). Die FI@ betrug dabei situationsadaptiert 0,3 bis 1,0. Esrden
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Normocapnie, Normothermie und Normoglykéamie geveibiit. Der
Kohlendioxidpartialdruck wurde kontinuierlich endgiratorisch (Monitoreinheit mit
Mainstream-Messung, Fa. Datex-Ohmeda) und inteemghd arteriell (Radiometer
Kopenhagen) bestimmt. Die Warmung erfolgte ergathizamm beheizbaren Kleintier-
OP-Tisch mit Warmelampen. Zur Durchfihrung von Basanalysen und zur
kontinuierlichen Messung des Blutdruckes erfolgeeAhlage eines arteriellen Zuganges
in die rechte Femoralarterie. Wahrend der gesamiteren Préparationphase betrug
die FIG; 1,0 unter kontrollierter Beatmung. Nach linksggti Thorakotomie im vierten
oder funften Interkostalraum wurde die Beatmung puisitiv-endexspiratorischem
Druck (3-5 mbar) fortgesetzt, um eine Atelektassbddung zu vermeiden. Es erfolgte
die Perikardiotomie zur Darstellung der linken Kmawcarterie zwischen dem Ansatz des
Truncus pulmonalis und linkem Herzohr. AnschlieRemgrde das Herz in Ublicher
Technik aus dem Thorax luxiert, ein 6-0 Seidenfaatels Unterstechung um die linke
Koronararterie nahe des Ursprungs gelegt und das kch thorakal reponiert [105].
Beide Fadenenden wurden zum Schutz des GefaReghaltdn Angaben anderer
Autoren [106] durch ein Filzplattchen (Meadox Dactrbelt) und anschlielRend durch
einen 1 cm langen Polyethylen-Schlauch (Perfugarigi Fa. Braun Melsungen,
AulRendurchmesser: 1,5 mm) gefuhrt. Durch Fadenspannkonnte somit eine
Unterbindung des GefalRes erfolgen [107]. Zu diesgmitpunkt erfolgte die
randomisierte Gruppenzuteilung. Nach Randomisiemmagle eine Erholungsphase von
30 Minuten durchgefuhrt und die FI®@ei Tieren der Gruppe 4 wurde auf 0,3 reduziert..
Wahrend des Versuches erfolgte eine engmaschigesuvgsvon Hamodynamik,
Blutgasen, Sauerstoffgehalt, Hamoglobinkonzentnatip Temperatur und Blutzucker.
Zehn min nach der Erholungsphase wurden die erstessungen im Rahmen von
Messpunkt 1 vorgenommen. Die zeitliche Abfolge Bisspunkte sowie die einzelnen
Messparameter sind in Tabelle 3.1 dargestellt.nNBlesspunkt 3 erfolgte in der
Prophylaxe-Gruppe (1) die Gabe von 6 §'kgerflubron® Emulsion wahrend die Tiere
der Grupen 2-4 jeweils 2 ml NaCl 0,9% erhieltene @abe erfolgte intravends (ZVK)
Uber 5 min. Direkt nach dem Ende der Applikatiofolgte Messpunkt 4. Flinfzehn min
nach Ende der Applikation wurde in den Gruppen diel Koronarligatur fir 25 min
zugezogen. Nach 10 min Ligatur erfolgte in der @pergruppe (2) die Gabe von 6 g kg
! Perflubron® Emulsion wéhrend die Tiere der andeBenppen wiederum 2 ml NaCl

zum Volumenausgleich erhielten. Die Koronarligatturde nach 25 min Ischdmiezeit
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beendet. Nach einer Reperfusion von 120 min wurde Kbronarligatur erneut
zugezogen. Die Tiere erhielten, entspechend inierredlem Standard [108] zur
Darstellung der ,Area at Risk* 2 ml Patentblau (8ggChemicals GmbH, Deutschland)
intravends (ZVK) injeziert. Der Exitus letalis warénschliel3end durch KClI-Injektion (2
mmol kg* KCI 7,45%) herbeigefiihrt. Es erfolgte die sofcetifntnahme des Herzens
nach Absetzen an den groRen Gefal3en. Wahrend demtgm operativen Verlaufes
wurde versucht alle gemessenen Parameter im Noemshezu halten. Dies beinhaltete
insbesondere die Gabe von NaCl 0,9% (bei einem A/DxnhHg), Natrium-Bicarbonat
8,4% (bei einem SBE <-5 mmol)| Calzium-Chlorid (bei einem ionisierten Tal,0
mmol ), Glukose10% (bei einem BZ<70 mg™jll Die FIO, wurde in Gruppe 4
ebenfalls angepasst, sofern der PaBter 70 mmHg abfiel. Dartiberhinaus erfolgte bei
Auftreten von Kammerflimmern der Versuch einer Dafiation mittels ,thumb

version“ [109].
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Tabelle 3.1. Ubersicht der intraoperativen Messpunkte und PeteniDie verwendeten

Abktrzungen sind im Anhang unter 7.1 erlautert).

Messpunkt | Zeitpunkt Messparameter
1 Ruhephase +10 min FICOMAP, HF, Temp.,
2 Ruhephase +20 min FIOMAP, HF, Temp.,
| FiO,, MAP, HF, Temp.
3 Ruhephase +30 min
+ BGA, Hb, COHb, MetHb, ZVD, BZ, E-Iyte.
o ) FiO,, MAP, HF, Temp.
4 Applikation +5 min
+ BGA, Hb, COHb, MetHb, ZVD, BZ, E-Iyte.
5 Applikation +10 min | FiQ MAP, HF, Temp.,
6 Applikation +20 min | FiQ, MAP, HF, Temp.,
. _ FiO,, MAP, HF, Temp.
7 Ligatur +5 min
+ BGA, Hb, COHb, MetHb, ZVD, BZ, E-Iyte.
8 Applikation 2 FiQ, MAP, HF, Temp.,
. _ FiO,, MAP, HF, Temp.
9 Ligatur +25min
+ BGA, Hb, COHb, MetHb, ZVD, BZ, E-Iyte.
_ | FiOy, MAP, HF, Temp.
10 Reperfusion +10 min
+ BGA, Hb, COHb, MetHb, ZVD, BZ, E-Iyte.
11 Reperfusion +20 min| FOMAP, HF, Temp.,
12 Reperfusion +30 min| FOMAP, HF, Temp.,
13 Reperfusion +40 min| FOMAP, HF, Temp.,
14 Reperfusion +50 min| FOMAP, HF, Temp.,
15 Reperfusion +60 min| FOMAP, HF, Temp.,
16 Reperfusion +70 min| FOMAP, HF, Temp.,
17 Reperfusion +80 min| FKOMAP, HF, Temp.,
18 Reperfusion +90 min| FOMAP, HF, Temp.,
19 Reperfusion +100 minFiO,, MAP, HF, Temp.,
20 Reperfusion +110 minFiO,, MAP, HF, Temp.,
. | FiO,, MAP, HF, Temp.
21 Reperfusion +120 min
+ BGA, Hb, COHb, MetHb, ZVD, BZ, E-Iyte.
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Abb. 3.1.Schematische Darstellung des Versuchsablaufs

Narkoseeinleitung/Praparation
(Tracheotomie/Beatmung, Venen-/Arterienkatheter,
Thorakotomie

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3 Gruppe 4
Prophylaxe Therapie Kontrolle Kontrolle
100 % Q 100 % Q 100 % Q 30% Q
Beatmung Beatmung Beatmung Beatmung
PFC i.v. NaCl i.v. NacCl i.v. NaCl i.v.

Ligatur der linken Koronararterie (25 min)

NacCl i.v.

PFC i.v.

NacCl i.v.

NacCl i.v.

Reperfusion (120 min)

Erneute Koronar-Ligatur/Patentblauinjektion

Exitus letalis durch KCI-Injektion

Herzentnahme/1mm Schnitte

Scannen: Area at Risk (Patentblau)
Scannen: Infarktareal (nach TTC-Farbung)

Auswertung: Arrhythmien
(gemal Lambeth-Convention)
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3.3.4. Intraoperative Messwerte

3.34.1. Inspiratorische Sauerstoffkonzentratiod @apnometrie

Die inspiratorische Konzentration wurde kontinugdrlGiber eine in das Reservoir des
Beatmungsgeréates eingebrachte Elektrode (Oxydigigédr Libeck) gemessen, die
direkt vor dem Ansaugschlauch platziert wurde. Demdexspiratorische GO
Partialdruck wurde kontinuierlich mit einem NormpCh Monitor (Datex-Omega,
Helsinki, Finnland) gemessen und graphisch auf Nanitor (Tram 200 A, Marquette,
Milwaukee, USA) dargestellt. Diese Messung wurde qualitativ genutzt um eine
Dislokation oder Verlegung der Trachealkanule feitlg zu detektieren. Eine
guantitative Messung ist beim Kleintier mit einengeblockten Trachealkanile nicht

verlasslich. Die Werte wurden dementsprechend @ichgewertet.

3.34.2. Hamodynamik

Zentraler Venendruck
Die Messung des zentralen Venendrucks (ZVD) eréolgitermittierend Uber den
zentralvendsen Zugang mittels elektromagnetischeatkaufnehmer (Logical, Medex,

Klein-Winternheim) und Monitoreinheit (Tram 200 Marquette, Milwaukee, USA).

Mittlerer arterieller Druck
Der arterielle Blutdruck wurde Uber den Katheter der rechten A. femoralis
kontinuierlich bestimmt. Die Ableitung erfolgte dnuierlich tber einen weiteren
elektromagnetischen Druckaufnehmer (Logical, Medeglein-Winternheim) und der
selben Monitoreinheit (siehe 3.3.4.2.). Da fur Bierfusion der arterielle Mitteldruck
(MAP) relevant ist und die Blutdruckamplitude beatien dariberhinaus im Vergleich
zum Menschen sehr gering ist wurde nur der MAP uaraht der systolische und

diastolische Druck fir die Auswertung registriert.
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Herzfrequenz
Die Erfassung der Herzfrequenz ist unter 3.4.1Dgtnil dargestellt.

3.3.4.3. Blutgasanalysen, Elektrolyt- und Hamoglbbstimmungen

Die Entnahme von arteriellem Blut zur Bestimmunigeller Blutgasanalysen (BGA),
sowie aller laborchemischen Parameter und der Bicwgewerte erfolgte ebenfalls tber
den arteriellen Zugang. Eine Glaskapillare (Clibés, Radiometer Medical,
Kopenhagen) wurde mit arteriellem Blut beftillt; elmgeRend erfolgte die Bestimmung
von pH, PQ PCQ, inonisiertem Calzium, Kalium und Natrium erfolgtaitels
Analysator (ABL 505, Radiometer, Kopenhagen, Dan&ma&lieriber wurden weiterhin
folgende Parameter berechnet: Standard-Basenubess¢®BE), Standard-Bikarbonat
(SBc), Sauerstoff-Sattigung (Sg0 Weiterhin  wurden Gesamthamoglobin (tHb),
Oxyhamoglobin (Hb@), Carboxyhamoglobin (COHb) und Methamoglobin (MefH

bestimmt (OSM 3, Radiometer, Kopenhagen, Danemark).

3.3.4.4. Blutzucker

Die Bestimmungen der Blutzuckerkonzentration etiaigmittels B-Glucose Analyser

(Hemocue, Angelholm, Schweden)

3.34.5. Temperatur

Es wurde bereits vor Versuchbeginn sowie wahrend drsuchs strikt auf

Normothermie der Tiere geachtet. Die Warmung etolgittels dem beheizbaren
Operationstisch sowie zusatzlich bei Bedarf mieeiwarmelampe (Osram Siccatherm
280W). Die Korpertemperatur wurde bei jedem Tientkaierlich tGber eine rektale

Sonde am Messmodul (Tram 200 A, Marquette, MilwaukéSA) gemessen.
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3.4. Arrhythmieerfassung
3.4.1. Elektrokardiogramm

Die kontinuierliche EKG-Ableitung erfolgte Uber dirfoten mittels Klebeelektroden fir
Neugeborene (Agilent 13953D, Agilent Technology, dawer, USA) als

Extremitatenableitung und wurde auf einen Monitdirain 200 A, Marquette,

Milwaukee, USA) ubertragen. Alle arrhythmischen ignesse wurden mit Hilfe des an
den Monitor angeschlossenen Druckers (direct digitater series 7100, Marquette,
Milwaukee, USA) mit 25 mmsdokumentiert und nachfolgend verblindet entspredhe
dem Score (s.u.) quantifiziert. Die Herzfrequenzrdeu ebenfalls durch manuelle
Zahlung am Ausdruck bestimmt um etwaige Artefakte der autoamtischen Messung

auszuschliel3en.

3.4.2. Auswertung

Die Auswertung der kardialen Arrhythmien erfolgtetsprechend den Richtlinien und
Definitionen derLambeth Conventiond09]. Es kam der von CURTIS und WALKER
validierte Arrhythmiescore C zur Anwendung [110]erDScore ist in Tabelle 3.2

dargestellt:
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Tabelle 3.2. Arrhythmie-Score C nach CURTIS und WALKER [110].
(VES=Ventrikulare Extrasystole; VT=Ventrikulare Tgcardie; VF=Ventrikulares
Flimmern/Flattern)

Wert Ereignis

Keine VES, VT, VF

VES

1-5 Episoden von VT4 VES)

>5 Episoden von VT und/ oder 1xVF
2-5 Episoden von VF

gl b~ Wl N| | O

>5 Episoden von VF

Es wurde fir jedes Versuchstier das jeweils schweEreignis innerhalb zweier
vordefinierter Zeitspannen gewertet.
Zeitintervall 1:

Ischamie

Zeitintervall 2:

Ischamie Reperfusion

3.5. Organaufarbeitung

Zur histopathologischen Aufarbeitung wurde das Heszh Entnahme zun&chst unter
angezogener Koronarligatur mit 4° C kalter isotohes NaCl- Losung gespult. Dann
wurde das Herz in eine auf 4° C vorgekuhlte Herem@Heart Matrix, Harvard) gelegt
und bei -20° C fur 10 Minuten tiefgekuhlt. Mitteder Herzmatrix wurde das gefrorene
Herz basiparallel in 1mm dicke Schitte lamellier6amtliche nachfolgende
Untersuchungen erfolgten ,verblindet”.
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3.6. TTC-Farbung und “Area at Risk”
3.6.1. Technik

Die mittels Injektion von Patenblau dargestelltergA at Risk® entspricht dem
Versorgungsareal des ligierten GefalR3es. Um einehdmte bei der Flachenberechnung
durch ein Verwaschen der Patentblau-markierten lA&réam Rahmen der weiteren
Farbung zu verhindern, wurden die ungeradzahl®gmitte direkt nach dem Schneiden
vor der Farbung mit Triphenyl-Tetrazolium-Chlori@T(C) beidseits eingescannt. Duch
das beidseitige Einscannen konnte, wie auch benaenfolgenden TTC-Technik, ohne
Informationsverlust auf jeden zweiten Schnitt velnret werden, da diese fur eine andere
hier nicht dargestellte Versuchsfragestellung bgh@turden. Die ,Area at Risk" stellt
sich in den Schnitten als ungefarbtes Myokard $chbgegrenzt innerhalb des blau
angefarbten restlichen Gewebes des Herzens dar.

Fir die Darstellung des Infarktareals erfolgte r@shend vielfach vorbeschriebener
Technik [111] eine Farbung der Schnitte in Multdey mit TTC in 0,2 mol Trispuffer
(pH=7,8, Serva Biochemica, Heidelberg). Nach 10 rmRubation bei 37° im
Wasserbad wurde die Reaktion mittels Formalin @¥miniert. Die Schnitte wurden
wiederum von beiden Seiten eingescannt.

TTC ist ein Salz welches durch eine Ringstrukturs alohlenstoff und 4
Stickstoffatomen charakterisiert ist, wobei eincktioff quarternar ist. Die Farbung
mittels TTC basiert auf der Reduktion von Tetrazmli mit Offnung der Ringstruktur
und Umwandlung in das rote Formazan. Der Prozekdgerenzymabhangig durch
membrangebundene Oxidasen mit den Co-Enzymen NABd NADPH, welche zu
NAD respektive NADP oxidiert werden. Die Farbungfolgt nicht mehr, wenn
NADH/NADPH unter eine Konzentration von 80 pmol mewebe abfallen [112].
TTC weist damit einen Mangel an Co-Enzyme im inften Myokard nach. Die
Ausdehnung der Infarkte im Nachweis mittels TTC iséahezu identisch mit
ultrastrukturellen Nachweisen der transmuralen Abhsdng mittels
Elektronenmikroskopie [112].
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3.6.2. Auswertung

Zur Verdeutlichung ist die Technik der Flachenbbremg in Abbildungen 3.2. und 3.3.
dargestellt. Die Flachen wurden wie dargestelltetstdem Bildbearbeitungsprogramm
Scionlmagél (Scion Corp., ML, USA) planimetrisch ausgewertBie Auswertung
erfolgte ohne Kenntnis der Gruppenzuordnung. Esdemrdie Flachen des linken
Ventrikels (&ulRere schwarze Umrandung s. Abb. ,3d&) ,area at risk* (Patentblau-
negative Areale), des Infarktareals (helle Arealageben von durch das TTC rot
gefarbten Arealen) sowie deren Relationen berecihNagh Ermittlung der Einzelflachen
erfolgte die summatorische Flachen- und Volumerdtemeng fir das Gesamtherz und
nachfolgend fur die Gruppen. Die Technik entspriciem vielfaltig publizierten
internationalen Standard [111, 113].
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Abbildung 3.2. Schematische Darstellung der verschiedenen Ausmgsareale
zur Quantifizierung des myokardialen Infarktareadeh Anfarbung mittels Patent-Blau

(1) und Triphenyl-Tetrazolium-Chlorid (TTC) (2). 2Mnker Ventrikel, RV=rechter
Ventrikel, quergestreiftes Areal= Infarktareal.

Abb. 3.3.Darstellung der Vermessung von Infarktarealen () JArea at Risk” (2) am
nativ-Praparat

Infarktareal linker

,area at risk" Ventrikel
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4. Material und Methodik des Zellkulturversuches /HBOC

4.1. Material

Die eingefrorenen Endothelial Zellen wurden uns uridlicherweise von der
kardiochirurgischen  Arbeitsgruppe  (Universitatsikinn  Hamburg Eppendorf,
Deutschland) Uberlassen.

4.2. Zellbiologische Methoden

42.1. Auftauen von Zellen, Ansetzen und Umsetaaer &ellkultur

Zum Ansetzen einer Zellkultur konnte 1 ml tiefgeéoe Zellsuspension bei
Raumtemperatur aufgetaut werden, anschlieend wdiede Zellsuspension in 10 ml
vorgewarmtem Medium inklusiv des Supplements (Emel@al Cell Growth Medium
MV, Promocell, 69126 Heidelberg, Deutschland) anfgemen und 5 min bei 1000 rpm
zentrifugiert (Universal 32, Hettich, 78532 Tutfen, Deutschland), um das DMSO,
welches die Zerstdrung der Zellmembranen wahrersdEdefriervorganges verhindert,
auszuwaschen. Das Pellet wurde mit 5 ml vorgewdmiMedium resuspendiert, in eine
T25 Kulturflasche (Falcon, BD Biosciences Labwaredpe, 38800 Le Pont De Claix,
Frankreich) ausgesét und bei 37°C und 5% CO2neneiBrutschrank (Hera Cell 240,
Heraeus, 63450 Hanau, Deuschland) kultiviert. N2eh Tagen konnte das Medium
gewechselt und das Zellwachstum kontrolliert werdeie Zellen wurden bis zu einer
80-100%igen Konfluenz kultiviert. Zum Trypsinierend Splitten adharent wachsender
Zellen konnte zunachst das Medium sorgfaltig abggsaverden. Um eventuell
verbliebene Mediumreste zu entfernen, wurden dieeZ@x mit 1 ml Trypsin (Cat.No.
25300-062, Gibco Invitrogen GmbH, 76131 Karlsrulbeutschland) benetzt, leicht
geschwenkt und anschlieRend das Trypsin mit eiteeilesr Pipette (Falcon) abgesaugt.
Mit 0,7 ml Trypsin konnte dann der Kulturflaschedba bedeckund anschlie3end die
Kulturflasche fur 3 - 5 Minuten in einen Brutschkagestellt werden. Nach der
Inkubation wurden die Zellen vom Flaschenboderhteadgeklopft und die vollstandige
Zellablésung konnte dann unter dem Mikroskop (CK @lympus, 20097 Hamburg,
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Deutschland) kontrolliert werden. Zum Neutralisrekgurden 5 ml Medium zugegeben,
anschlielRend diese Zellsuspension auf mehrere TibirKaschen verteilt und mit 8 ml
Medium in einem Brutschrank kultiviert. Nach 2-3agen wurde das Medium
gewechselt und das Zellwachstum kontrolliert. Dersvich konnte nach Erreichen einer
80-90%igen Konfluenz gestartet werden. Am Versuebsin wurde das alte Medium
gegen je 5 ml neues Medium ausgetauscht, das chiediche Konzentrationen an
Substrat (HBOC oder Hamin) enthielt; zu den Nedatitrollen wurde nur neues
Medium ohne Substrat gegeben.

Es wurden zwei im Versuchsaufbau unterschiedlicleesveihen durchgefihrt.

- Bei der ersten Messreihe wurde nach 2,6,10,1224n8tunden Inkubation (mit
50 uM Hamin, 250 uM Hamoglobin, 750 uM Hamoglobdeokeinem Substrat fur den
Hamabbau) Medium entnommen und die Bilirubinkonzgian bestimmt. AnschlieRend
wurden die Zellen lysiert, der Gesamtproteingebaktimmt. Mit dem Zellysat wurde
ein Western-Blot zum Nachweis von Hamoxygenaseairthdjefihrt (s. Schema Abb.
4.1).

- Bei der zweiten Messreihe wurden die Endothedpeltunéchst fur 14 Stunden
mit 10 uM Hamin, 250 uM Hamoglobin oder ohne Suwdisinkubiert. Dann wurde das
Medium abgegossen, die fest am Flaschenboden antaft Endothelzellen wurden
zweimal mit 5 ml Medium gespult und 5 ml frischeeedium ohne Substratzusatze
wurde hinzugegeben. Nach zwodlfstiindiger Inkubatimmde die Bilirubinkonzentration

im Kulturmedium bestimmt, und anschlieRend die énkonzentration gemessen (s.
Schema Abb. 4.2).
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Abb. 4.1.Schema zum Versuchsaufbau der Zellkultur der efdiEssreihe

Anzucht der Endothelzellen bis zur 80-90%igen Kioefiz

Austausch des alten gegen frisches Medium

Gruppe 1

50 uM
Hamin

Gruppe 2

250 uM
Hamoglobir
(Zugabe vol

HBOC)

Gruppe 3

750 uM
Hamoglobir
(Zugabe voi

HBOC)

Gruppe 4

Kontrolle
(keine
Zugabe vor
Substrat)

Medium

Nach 2,6,10,12 oder 24 Stunden Messung von Bilruhi

Lysieren der Zellen

Proteinbestimmung

Gelelektrophorese,

Western Blot und Coomassie-Farbung
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Abb. 4.2.Schema zum Versuchsaufbau der Zellkultur der zwéditessreihe

Anzucht der Endothelzellen bis zur 80-90%igen Koerfiz

Austausch des alten gegen frisches Medium

Gruppe 5 Gruppe 6 Gruppe 7
250 uM Kontrolle
10 pM Hamin Hamoglobin (keine Zugab
(Zugabe von von Substrat)
HBOC)

Nach 14 Stunden Austausch des alten gegen friddbdaimohne
Zugabe von Substrat (HBOC oder Hamin)

Nach 12 Stunden Messung von Bilirubin im Medium

Lysieren der Zellen

Proteinbestimmung
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4.3. Chemikalien und Ansatze

4.3.1. Zusammensetzung der HBOC enthaltenden Zellkultuened

HBOC 201 wurde von der Firma Biopure (Cambridge, M8A) bezogen. Die HBOC
Konzentration wurde so gewahlt, dass 250 bzw. 7Btblare Konzentrationen von
Hamoglobin im Zellkulturmedium erreicht wurden. 1 HBOC enthdlt 140 g
Hamoglobin, das eine Molmasse von 65000 Daltontdiedbas Zellkulturmedium flr

die Zellen, die mit HBOC inkubiert wurden setztehsiolgendermal3en zusammen:

1 mol H&amoglobine 65000 Dee 464,286 | HBOC
0,116 |HBOC
0,348 |HBOC

250 umol Hamoglobin

750 pmol H&amoglobin

Ansatz 250 uM HBOC : 0,116 Teile (Vol.) HBOC + 848Teile (Vol.) Medium

Ansatz 750 uM HBOC : 0,348 Teile (Vol.) HBOC + BXTeile (Vol.) Medium

4.3.2. Zusammensetzung der Hamin enthaltendenuftettknedien

Das Hamin wurde von der Firma Sigma-Aldrich Chen(iidlinchen, Deutschland)
bezogen. Zunachst konnten 0,5 g pulverisiertes Haolmasse= 651,96 Da) mit
Trizma-Base (Sigma) in einem molaren Verhéaltnis MohO0 in 1 M NaOH L6sung
(Merck 64293 Darmstadt, Deutschland) aufgelostderer Die Zugabe von NaOH
erfolgte, bis alle Bestandteile in Losung Uberggganwaren. Anschlie3end wurde der
pH-Wert mittels eines pH-Meters (Beckmann, 72 pHévleunter Zugabe von 1 M HCI
Losung (Merck) auf pH 7 eingestellt. Dann konnie Idhsung mit destilliertem Wasser
verdinnt werden, bis ein Gesamtvolumen von 76,69 entsprechend  einer
Haminkonzentration von 10 mM erreicht wurde. DientitéStammlosung wurde in 1,5
ml ReagenzgefalRen (Sarstedt, 51588 Numbi2ehtschland) aliquotiert und bei —20° C
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aufbewahrt. Mit dieser Stammlosung konnten die Kaélirmedien fur die Hamin

Versuchsreihe hergestellt werden.

Ansatz 50 uM Hamin: 1 Teil (Vol.) Hamin [LOmM]199 Teile (Vol.) Medium
Ansatz 10 uM Hamin: 1 Teil (Vol.) Hamin [LOmM]999 Teile (Vol.) Medium

4.4. Messung von Bilirubin

Die Messung von Bilirubin im Kulturmedium wurde mader von TURCANU und
DHOUIB beschriebenen Methode durchgefiihrt [114].

500 pl Uberstand wurde nach Ablauf der Inkubatieiten aus den T25 Kulturflaschen
entnommen, mit 250 mg Bariumchlorid (Sigma) in einReagiergefal? mittels eines
Vortexers (MS1 Minishaker IKA Labortechnik GmbH +4KG, Staufen, Deutschland)
auf hochster Stufe 15 Sekunden geschittelt. Damaoclde 0,75 ml 99%iges Benzol
(Sigma) hinzugegeben und 1 Minute geschuttelt. BAdentstand eine milchig weil3e
Suspension, die bei 13000 g fur 30 min zentrifugi@iofuge stratos, Heraeus
Instuments GmbH, Hanau, Deutschland) wurde. Dureh Zéntrifugation wurde die
Suspension in zwei Phasen aufgetrennt. Die obemedighase wurde abpipettiert und in
eine Einmalkivette (Brand,97877 Wertheim, Deutschland) udberfuhrt. Die
Bilirubinkonzentration wurde mit Hilfe eines Spekphotometers (Genesys 6,
ThermoSpectronic, 28199 Bremen, Deutschland) aus Ri#erenz zwischen der
Absorption bei einer Lichtwellenlange von 450 nnd @00 nm bestimmtg(450 = 27,3
mM™*.cm?).
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4.5. Lyse der Endothelzellen

45.1. Ansatz des Zellysepuffers

Um die im Zelllysat enthaltenen Proteine vor Vengday durch Proteasen zu schitzen,
wurde dem Zelllysepuffer (CelLyticTM-M / Sigma) vdierwendung Proteaseinhibitoren
hinzugegeben.

Dazu wurden in der Vorbereitung folgende Stockl@smangesetzt:

10 mg PMSF (Santa Cruz Biotechnology, Inc., SantazCCA U.S.A.) pro 1 mi
Isopropanol (Sigma)

50000 KIU (Kallikrein Inhibitory Units) Aprotinin $anta Cruz Biotechnology, Inc.) pro
1 ml destilliertem Wasser

0,1839 mg Sodium Orthovanadate (Santa Cruz Biotdobgy, Inc.) pro 1 ml

destilliertem Wasser (ergibt eine 100 mM LOsung)

Kurz vor Verwendung des Lysepuffers wurden folgeNdngen an Stockldsungen zum
Puffer hinzugegeben:

10 pl PMSF / ml Lysepuffer,

50 KIU / ml Lysepuffer,

10 pl Sodium Orthovanadate / ml Lysepuffer.
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4.5.2. Lysieren der Endothelzellen

Zunachst wurde das Zellkulturmedium abgegossen diel am Flaschenboden
anhaftenden Zellen mit 2 ml 4° C kaltem PhospH&p®BS (Gibco Invitrogen GmbH,

76131 Karlsruhe, Deutschland) 1:10 mit Aqua destrdimnt gewaschen. Nach
vollstandigem abpippetieren des Phosphatpuffersdevut ml Lysepuffer in die

Kulturflaschen gegeben, und diese dann anschlie@@maiin auf Eis geschiittelt (Allegro
Rotator, Nichols Institute Diagnostics San Clemg@i&, USA,). Das Zelllysat wurde in

Reagiergefal3e tberfiihrt und bei —80 °C aufbewabhrt.

4.6. Bestimmung der Proteinkonzentration

Zur Bestimmung des Proteingehaltes wurde ein DQeRroAssay Kit 1l (Bio-Rad

Laboratories GmbH, Munchen, Deutschland) gemal issagschrift des Herstellers
verwendet. Der Proteinstandard wurde parallel zuesddng der Zelllysatproben
angesetzt. Er wurde mit je 0,2; 0,4; 0,6; 0,80; 1,2; 1,5 mg/ml Rinderalbumin
durchgefuhrt. Da der Gesamtproteingehalt des Zallgs Uber dem Bereich der
Albuminstandardmessungen lag, wurden die Lysatprober der Messung mit
Lysepuffer in einem Verhaltnis 1:2 verdinnt.

4.7. Auftrennung eines Proteingemisches in der__SB®lyacrylamid-Gel
Elektrophorese (SDS-PAGE)

Alle nachfolgend aufgefihrten Chemikalien wurdeenw nicht anders angegeben, von
der Firma Merck bezogen.

Die SDS-PAGE wurde in Anlehnung an die Originalnogids von LAMMLI
durchgefuhrt [115]. Hierbei wird eine Proteinlésungit dem Detergenz SDS
(Natriumdodecylsulfat) behandelt. Die meisten Rr&tebinden SDS zu negativ
geladenen SDS-Protein-Komplexen mit konstantem hgew-Masse-Verhaltnis. Ferner
denaturiert SDS die Proteine zusammen mit den redumen Agenzien DTT odér
Mercaptoethanol und  unterbindet  Protein-Proteinfgetwirkungen.  Somit
unterscheiden sich die Proteine nur noch in ihréoke&s-Radius oder in ihrer Masse und

haben vergleichbare hydrodynamische Eigenschaftener SDS-PAGE wandern die
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SDS-Protein-Komplexe im  elektrischen Feld zum  Rdisp wobei die
Polyacrylamidmatrix als ein molekulares Sieb fungiend die Proteine nach Stokes-
Radius oder Masse auftrennt.

Das verwendete Acrylamid/ Bisacrylamid polymerisieach Zugabe von APS und
TEMED (Serva, Heidelberg, Deutschland) zu Polyasnytl aus und bildet ein
Molekularsieb. Zur SDS-PAGE wurde zunéachst ein igeh vorgelegt, in dem die
Proteine dann aufgetrennt werden. Der Molekulaesfekt der Polyacrylamidmatrix in
diesem Gel ist aufgrund der hoheren Konzentration Acrylamid hdher als im
Sammelgel. Die Acrylamidkonzentration richtet sidch dem Molekulargewicht der zu
analysierenden Proteine. In der vorliegenden Arbeitrden Trenngele mit einer
Acrylamidkonzentration von 12,5% verwendet. In diesGel findet die eigentliche
Trennung des Proteingemisches statt. Nach Auspoisi@een des Trenngels wird dieses
mit einem Sammelgel Uberschichtet. Das Sammelgel &@en niedrigeren
Molekularsiebeffekt aufgrund einer niedrigeren Aangidkonzentration. Es dient in der
Auftrennung der Schaffung einer einheitlichen Lewit. Es wurden Trenngele mit einer
Acrylamidkonzentration von 5% verwendet. Das Verfial Trenngel:Sammelgel betrug
2,6:1. Fur eine Gelelektrophorese wurden die zersothenden Proteingemische mit
ca.1/3 Vol. des Probenvolumens mit 5x SDS-Ladepuféesetzt, fir 5 min bei 95° C
denaturiert und in die Taschen des Sammelgelsti@geDie Elektrophorese erfolgte in
einer Agarose-Gelelektrophoresekammer (Easy Cast Suientific, Inc., Portsmouth,
NH USA) bei 180 V in SDS-Laufpuffer. Die Dauer déellaufs konnte anhand des

mitlaufenden Marker-Proteingemisches abgeschatateme

Trenngel 60 ml

12,5% Acrylamid 25 ml Acrylamid/Bisacrylamid (Biozy 31833 Hess. Oldendorf,
Deutschland) (37,5:1)

375 mM Tris 15 ml 1,5 M Tris (ICN)/ HCI pH 8,8

0,1% (w/v) SDS (Serva) 600 pl 10% (w/v) SDS

0,05% (v/v) TEMED (Serva) 30 pl

0,05% (w/v) APS 300 pl 10% (w/v) APS
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Sammelgel 24 ml

5% Acrylamid 4 ml Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1)

125 mM Tris 6 ml 0,5 M Tris/ HCI pH 6,8

0,1% (w/v) SDS 240 pl 10% (w/v) SDS

0,1% (v/v) TEMED 24 pl

0,1% (w/v) APS 240 ul 10% (w/v) APS

Die 10% (w/v)-ige Ammoniumpersulfatlosung ist béC4Aca. 2 Wochen haltbar. Zur

langeren Aufbewahrung sollten Aliquots bei -20°Cagert werden.

5 X SDS-Ladepuffer 10 ml

0,0625 M Tris 1,25 ml 0,5 M Tris/ HCI pH 6,8
0,2% (w/v) SDS 200 pl 10% (w/v) SDS

10% (v/v) Glycerin

5% (v/v)B-Mercaptoethanol frisch zufligen
10 X SDS-Laufpuffer 2 |

250 mM Tris 62 g

19,2 mM Glycin 288 g

0,1% (w/v) SDS 20
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4.7.1. Coomassie-Brilliant-Blue Farbung

Der Farbstoff Coomassie-Brilliant-Blue R250 bzw.5B82ermdglicht das Anfarben von
Proteinen in Gelen. Der Farbstoff wurde einem Ruftegegeben, der gleichzeitig zum
Farben die Proteine auch im Gel fixiert. Die Sewvisétt dieser Methode liegt bei 50-100
ng pro Proteinbande.

Zur Farbung wurde das SDS-PA Gel fir ca. 30 miden Farbeldésung unter Schiutteln
inkubiert. Die Entfarbung des Gels erfolgte in demtsprechenden L&sung ohne
Farbstoff, wobei die Dauer der Entfarbung sich ndeherwarteten Bandenintensitat und
der Gelstarke richtete und zwischen 30 min bis Hauerte. Hierbei wurde die
Entfarbelésung mehrmals gewechselt. Die Entfarbeigskonnte mehrfach verwendet
werden, indem diese nach Gebrauch in eine Flasecheimpaar Loffeln Aktivkohle
gefullt wurde. Nach Absetzen der Aktivkohle, welathen Farbstoff bindet, wurde die

Losung filtriert und wiederverwendet.

Coomassie-Lésung

45% (v/v) Methanol

45% (v/v) HO

10% (v/v) Essigsaure

0,25% (w/v) Coomassie Brilliant Blue R250 (Serva)
0,25% (w/v) Coomassie Brilliant Blue G250 (Serva)

4.7.2. Farbung von Proteinen auf Membranen

4.7.2.1. Transfer von Proteinen auf eine Membrags{é/n-Blot)

Nachdem die Proteine in einer SDS-PAGE aufgetremnirden, wurden sie
elektrophoretisch auf eine Membran (bertragen (@&t Es wurde ein
Halbtrockentransfer in einer Blotkammer (WesterotBlrans Blot Kammer; Bio-Rad)

mit Platin/Edelstahl-Elektroden durchgefuhrt. Hierzwurde die Membran im
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Transferpuffer angefeuchtet und auf 3 Lagen in Sfempuffer getranktes Whatman-
Papier (Whatman GmbH, Gottingen, Deutschland) g¢eledps sich auf der
Kathodenplatte befand. Das in Transferpuffer aogudrte Gel wurde so auf die
Membran gelegt, dal3 keine Luftblasen entstehen.daafGel kamen wiederum mehrere
Lagen in Transferpuffer getranktes Whatman-Papignhatman). AnschlieRend wurde
die Anodenplatte auf diese Anordung gelegt undAgiparatur unter Strom gesetzt. Es
wurde fir 45 min bei 20V geblottet.

Die verwendete hydrophobe Polyvinylidenfluorid (PMDMembran (Hybond-P PVDF-
Transfer-Membran /Amersham Biosciences Europe GmbF111 Freiburg,
Deutschland) mul3 vor dem Transfer kurz in Methapallen, bis die Membran beinahe

durchsichtig erschien und anschliessend in Trapsfer aquilibriert werden.

Transferpuffer 10x — 1 |

0,5M Tris 58,2 g
0,4 M Glycin 29,3 g 3,75% (w/v) SDS 37,5 ml 10%\W&DS
Dem 1x Transferpuffer wurde 20% (v/v) Methanol zejet.

4.7.2.2. Immunodetektion

Proteine konnen indirekt Gber eine Antikdrperreaktdetektiert werden. Hierbei bindet
ein spezifischer Antikdrper an das jeweilige Protdtin zweiter markierter Antikérper

bindet an den spezifischen Erstantikorper. Mit éldiner Proteinmarkers kann nun die
Position des Proteins bestimmt werden. Diese Methsigllt einen sehr sensitiven

Nachweis dar.

47.2.3. Western-Blot

Im Western-Blot kann ein spezifisches Protein imee Proteingemisch, das in einem

SDS-PA Gel aufgetrennt und auf eine Membran Ulgetravurde, detektiert werden.
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Um die unspezifische Absorption des spezifischerik@irpers an die Membran zu
verhindern, wurde die Membran durch eine Inkubafionl h bei Raumtemperatur in
einem Blocking Reagenz abgesattigt. Es folgte émkebation mit dem spezifischen
Antikérper (fur 1 h bei Raumtemperatur), der in dBlocking Reagenz verdinnt wurde.
Die Verdinnung des Antikorpers richtet sich nach Beoteinmenge und nach der
Affinitat des Antikdrpers zum Protein. In Tabellel4st der in der Arbeit verwendete
Antikérper und die jeweiligen Verdinnungen zusamgedaldt. Antikorper, die nicht
gebunden wurden, wurden mit einem Waschpuffer #irl8 min ausgewaschen. Es
folgte eine Inkubation mit dem 2. HRPO (horseragisioxidase)-markierten Antikorper
(Meerettich-Peroxidase-konjugierter  Antikdrper, g&eanti-Kaninchen 1gG (H+L)
/Dianova, Hamburg, Deutschland) der gegen den ZXikdémper gerichtet ist. Dieser
Antikérper wurde ebenfalls in einem Blocking Reagererdinnt. Die Verdinnung
betrug 1:20000. Nicht gebundener Antikorper wurdederum mit einem Waschpuffer
entfernt. Durch die Zugabe einer ECL-L6sung fiur id konnte die HRPO das in der
Losung enthaltene Luminol oxidieren und so einerdihemiszenz auslosen.

Das entstehende Licht wurde auf einem Rontgentiadjcal X-Ray-Film / Fuji, 40549
Dusseldorf, Deutschland) mittels eines Rontgenfiitwecklers (Agfa Curix-60 / Agfa,
50670 Koln, Deutschland) sichtbar gemacht.

Tabelle 4.1: Ubersicht Gber den im Western Blotmesrdeten primaren Antikorper mit

der jeweiligen Verdinnung

verwendeter Antikdrper in der Western-Blot Analys¥erdiinnung in Blocking
Reagenz
anti HO-1 (C-18) IgG von der Ziege gerichtet gegeri:100

Hamoxygenase 1 von Mensch, Maus, Ratte
(Santa Cruz Biotechnology Cat. no.: sc-1796) 1:500
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Waschpuffer 20x — 2 |

200 mM Tris 48,44 g

2 M NaCl 233,76 ¢

0,09% (v/v) Tween-20 1,8 ml (frisch zufligen)
Der pH Wert wurde auf 7,5 eingestellt.

Blocking Reagenz

5% (w/v) Milchpulver (Bio-Rad) in 1x Waschpuffer

4.7.3. Statistische Auswertung der Ergebnisse diisufturversuches

Die gemessenen Bilirubinkonzentrationen der erstersuchsreihe wurden mittels post-
hoc Test nach Dunnett t (2-sided) ausgewertet, wdlee Gruppen 1, 2 und 3 der
Negativ- Kontrollgruppe gegenubergestellt wurden.

Die gemessenen Bilirubinkonzentrationen der zweN&msuchsreihe wurden mittels
post- hoc Test nach Bonferroni ausgewertet. Dasundggelegte Signifikanzniveau
betrug p <0,05. Die statisischen Berechnungen wunté der Software SPSS for
Windows (9.0) durchgefiihrt.
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5. Ergebnisse

5.1. Ergebnisse PFC / tierexperimenteller Versuch

5.1.1. Hamodynamik

Herzfrequenz und mittlerer arterieller Blutdruckndgsiin Abb. 5.1 dargestellt. Zu
Versuchsbeginn gab es zwischen den Tieren in déeraahiedlichen Gruppen keine
signifikanten Unterschiede bezlglich Blutdruck urderzfrequenz. Auch nach
Applikation von PFC konnten keine relevanten Vegindgen dieser Parameter
festgestellt werden. In Gruppe 1 (Prophylaxe) kenntdhrend der Phase der
Koronarligatur tendenziell ein geringerer mittlerarterieller Blutdruck detektiert

werden. Am Ende der ischdmischen Periode war détersi arterielle Blutdruck in

Gruppe 1 im Vergleich zur Gruppe 3 (100% @entilation) verringert. Die mit 30% O

beatmeten Tiere (Gruppe 4) zeigten im Vergleich @uuppe 3 signifikant hdhere
Herzfrequenzen wahrend der letzten 50 min der Refensphase.
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Abb. 5.1. Darstellung von Herzfrequenz und mittlerem artkeme Blutdruck
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5.1.2. Ergebnisse der Blutgasanalyse

Zwischen den Gruppen gab es keine signifikantenetdohiede bezlglich der
Korpertemperatur, dem arteriellen p£Oder der Hb-Konzentration. All diese Werte
lagen im Normbereich (siehe Anhang).

In den Messungen zu Versuchsbeginn fielen signmfi&dJnterschiede des pH-Wertes

zwischen der Therapiegruppe (2) und der 10086€ppe (G3) auf. Die arteriellen pO
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und Sa@ Werte waren in der Gruppe 4 nahezu gleich; diesert&V waren
erwartungsgemal hoéher in den Gruppen, die mit 1@aferstoff beatmet wurden. Zehn
Minuten nach Gabe von PFC und 10 Minuten nach deggeRusion konnte in den

Gruppen 1 und 2 ein erhohter arterieller Sauersdofialdruck beobachtet werden.

5.1.3. »Area at risk” und Infarktgrof3e

In Abb.5.2 ist das Verhéltnis zwischen InfarktgroGed ,area at risk* dargestellt.
Zwischen den verschiedenen Gruppen gab es keigeifilsinten Unterschied in dem
prozentualen Anteil der ,area at risk* am gesantiteken Ventrikel. In Tabelle 5.1 sind
die Mittelwerte von ,area at risk” im prozentualémteil des linken Ventrikels und

Infarktgréf3e (gemessen mit TTC) im prozentualeneAnder ,area at risk fur die

unterschiedlichen Gruppen angegeben.

Im Vergleich der Infarktflache als prozentualer @ihtler ,area at risk” konnte lediglich
ein Trend zur Infarktreduktion in den Gruppen ggizeierden, die PFC erhielten (G1;
G2), wenn man diese beiden Gruppen der Gruppe% @BBeatmung) gegenuberstellt;
die Unterschiede erwiesen sich nach der statigms&uswertung als nicht signifikant
(G1 p=0,25; G2 p=0,48 vs. G4).

Tabelle 5.1.,Area at risk* in % des linken Ventrikels (LV) undfarktgrof3e in % der
“area at risk”; Mittelwerte + Standartabweichung

area at risk (% LV) Infarktgro3e (% area at risk)
Prophylaxe G1 34.17+8.72 71.74+13.44
Therapie G2 29.81+6.06 74.22+13.53
Kontrolle 100% O G3 35.49+7.24 81.06+8.44
Kontrolle 30% O, G4 29.95+6.92 81.15+8.13
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Abb. 5.2. Darstellung vom Verhéltnis Infarktgrof3e (TTC) area at risk
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5.1.4. Arrhythmien

Ventrikulare Arrhythmien sind in Abb. 5.3. getrermdch ihrem Auftreten wahrend der
IschAmieperiode allein und wahrend des Zeitraumestebhend aus Ischamie und
Reperfusion dargestellt. In diesem Versuch trateAhrend der Ischamiephase
Arrhythmien mit einem Haufigkeitsgipfel zwischen und 20 min nach Beginn der
Ischamie auf. Ventrikulare Extrasystolen (VES) watie am haufigsten festgestellten
Arrhythmieereignisse. Wéahrend der Ischdmie traten iis allen Gruppen mit einer

Haufigkeit von 37,5 bis 87,5 Prozent auf; ventrékel Salven (VS) traten bei 25 bis
62,5% der Ratten auf und vetrikulare Tachycardiemnken bei 25 bis 50% aller
Versuchstiere festgestellt werden. Ventrikularegniern (VF) konnte in diesem

Versuch bei keinem der Tiere beobachtet werden.

Betrachtet man den Zeitraum der Ischamie und Regierf beinhaltet, so traten VES als
Gesamtanzahl pro Gruppe wie folgt auf:

Gruppel 72+76

Gruppe 2 108 £ 93

Gruppe 3 120 £ 127

Gruppe 4 193 + 263
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Nach statistische Auswertung von Inzidenz von Attihyien eingeteilt nach VES, VS

und VT (hier angegeben in Prozent der Tiere prop@eudie diese Arrythmien zeigten)
konnte kein signifikanter Unterschied zwischen @mppen beobachtet werden. Auch
bei Einteilung der Arrhythmieereignisse nach demhpthmiescore C gemall CURTIS
und WALKER [110] konnten keine statistisch signéiken Unterschiede zwischen den
Versuchsgruppen gezeigt werden (Abb. 5.4). Diadigilbeide beobachteten Zeitrdume,
die sich aus Ischamie bzw. Ischamie und Reperfapimase zusammensetzen.

Die Ergebnisse sind in den Abbildungen 5.3 ,5.4 ianabelle 5.2 zusammengestellt.
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Abb. 5.3. Darstellung der Inzidenz von unterschiedlich saleweArrhythmien
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Abb. 5.4. Darstellung der Inzidenz von unterschiedlich salaweéArrhythmien eingeteilt
nach dem Score gemal3 Lambeth-Convention
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Tabelle 5.2 Arrhythmiescore nach Curtis und Walker gemal3 Lanthe&Convention

Isch&mie Isch&mie und Reperfusion
Gl G2 G3 G4 Gl G2 G3 G4
Kontrolle | Kontrolle Kontrolle | Kontrolle
Prophylaxeg Therapie 100% 30% Prophylaxg Therapie 100% 30%
Sauerstoff| Sauerstoff Sauerstoff| Sauerstoff
1,000 1,375 1,250 0,875 1,500 1,650 1,750 2,000
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5.2. Ergebnisse HBOC / Zellkulturversuch
5.2.1. Bilirubinproduktion / erste Versuchsreiheitlcher Verlauf

In Abb. 5.5 ist der zeitliche Verlauf der Bilirulgroduktion von Endothelzellen
dargestellt, die mit 50 uM Hamin oder 250 pM bz®0 1M Hamoglobin (enthalten in
HBOC) inkubiert worden sind.

Die hochste Bilirubinproduktion pro Stunde konnte allen Gruppen nach einer
zehnstindigen Inkubation festgestellt werden. Obwdie HBOC Gruppen eine
rechnerisch 5 bzw. 15 mal hohere Konzentration abs®at flir den Hamabbau
enthielten, fiel die Bilirubinkonzentration im Meoh in diesen Gruppen um ein

Vielfaches geringer aus, als in der Gruppe die Hamnihielt.

Abb. 5.5. Bilirubinproduktion in 5 ml Medium nach Inkubationit HBOC/ Hamin
im zeitlichen Verlauf. * p < 0,05 vs. G4 (Kontraligope 30% @)
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5.2.2. Bilirubinproduktion / zweite Versuchsreihe

In Abb. 5.6 ist die Bilirubinproduktion von Endothellen dargestellt, die mit 10 uM
Hamin oder 250 uM Hamoglobin (enthalten in HBOuibiert worden sind. Zunachst
wurden die Zellen fur 14 Stunden mit Hamin oder HB@kubiert. In dieser Zeit konnte
das jeweilige Substrat fur die durch Hamoxygenasemittelte Reaktion von den
Endothelzellen aufgenommen werden. Dann wurde ddsstft durch zweimaliges
Spulen entfernt. Nach weiterer Inkubation fur 12urffien mit normalem

Zellkulturmedium konnten in beiden Gruppen einehnisignifikant unterschiedliche

Bilirubinproduktion gemessen werden. Es wurdenuogerschiedlichen Konzentrationen
von Hamin (10 uM) und Hamoglobin (250 uM) nahezeiajfie Konzentrationen von

Bilirubin im Medium erreicht.

Abb. 5.6.Bilirubinproduktion nach 12 h Inkubation mit HBOEiamin
gefolgt von 14 h Inkubation in 5 ml Medium. * p <06 vs. G7
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5.2.3. Westernblot / Induktion von HO-1

Im spezifischen Proteinnachweis mittels Westersblddonnte lediglich in den

Positivproben (Gruppe 1; 50 uM Hamin) Hamoxygenhsechgewiesen werden. Hier
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gelang der Nachweis mit einem schwacheren Signdt 48 Stunden Inkubation, nach
24 Stunden Inkubation war das Signal deutlich gusgg. In den HBOC-Proben, die
250 oder 750 pM Hamoglobin enthielten konnte keit@moxygenase 1 detektiert

werden.

In den Negativ-Kontrollen, in denen kein Ha&moglomder Hamin vorlag, konnte

ebenfalls keine Hadmoxygenase-1 nachgewiesen werden.

Abb. 5.7 und Abb. 5.9 zeigt das Ergebnis des Weistets, Abb. 5.8 zeigt die gleiche
Membran, die zum Nachweis des erfolgreichen Protmsfers mit einer Coomassie-
Proteinfarbung angefarbt wurde. Hier ist zu erkenndass der Proteintransfer
regelmalig in allen Gruppen erfolgte.
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Abb. 5.7. Westernblot anti-HO-1: HBOC [Hb: 750 pM], HAmInOpM] bei t=24h
Enwicklungszeit: 45 min
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Abb. 5.9. Westernblot anti-HO-1: HBOC [Hb 250 / 750 puM]; Hanb0uM] bei t=10h /
24h Verdunnung d. primaren HO-1 Antikorpers: 1:100

HBOC 250| HBOC 250 | HBOC 750| HBOC 750| Hemin 50, Hemin 50

Kontrolle 24 h
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6. Diskussion

6.1. Diskussion PFC / tierexperimenteller Versuch

In diesem Versuch konnte keine signifikante Reduktvon Infarktarealen durch die
therapeutische oder prophylaktische Gabe von PE€igiewerden. Die Infarktgrof3en
der mit PFC behandelten Tiere waren zwar kleinreded der Kontrollgruppen, es konnte
aber nur ein Trend und keine signifikante Infarittdetion durch Verabreichung von PFC

festgestellt werden.

Beim Vergleich der prophylaktischen und der theutisehen Gabe von PFC konnte
kein signifikanter Unterschied, sondern nur einrgerausgepragter Trend zur starkeren

Infarktreduktion innerhalb der Prophylaxegruppéedestellt werden.

Weder die therapeutische noch die prophylaktiscppliétion von PFC fuhrte zu einer
signifikanten Verringerung von ventrikularen Arrhgitien wahrend der Isch&mie- und

Reperfusionsphase.

6.1.1. Effekte von PFC auf das Infarktareal

In verschiedenen Tiermodellen konnte gezeigt werddass die Gruppe der
Perfluorocarbone (PFC) die Ausbildung von Ischamied Reperfusionsschaden am
Herzmuskel reduzieren konnen [4, 54-57]. In klihise Studien konnte dartber hinaus
gezeigt werden, dass Patienten wahrend einer peeuttransluminalen coronaren
Angioplastie (PTCA) von der intracaronararteriell&pplikation von Perfluorocarbon-
Emulsionen Profitieren. In den USA liegt deshallbeeiZulassung fir PFC fur die
intrakoronararterielle Applikation bei der PTCA vdieses spezielle Einsatzgebiet der
Perfluorocarbone zielt vor allem auf eine altenatbSauerstoffversorgung des Herzens
durch den in die Koronararterien eingebrachten P-Katerter. Hier soll vor allem
wahrend der Ballondilatation eine Sauerstoffversngy durch hinter dem Ballon
eingebrachtes PFC aufrecht erhalten werden [11§-T&aus resultieren zu unserem

Versuch unterschiedliche Konzentrationen des PHRE@sHerzgewebe, da wir keine
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koronararterielle Applikation in unserem Versuchrnahmen, und so die lokalen
Konzentrationen des PFCs geringer ausfallen. Datesyische i.v. Gabe des PFCs in
unserem Versuch grindet sich vor allem darauf, Hassein prophylaktischer Einsatz
erprobt werden sollte, der in der klinischen Prants auf diesem Wege durchfihrbar

ware.

Die oben angefuhrten Studien untersuchten einaagbkatischen Einsatz der Losungen,
d.h. dass die Gabe erst nach der Ischamie erfaMjeeschon erwahnt wird dieser Arbeit
erstmalig ein prophylaktischer Einsatz von PFC isuteht. Die ginstigen Eigenschaften
des PFCs bezuglich des Sauerstofftransportes un8aleerstoffabgabe in das Gewebe
lassen vermuten, dass in unserem Versuch im Heetgewder prophylaktisch
behandelten Tiere eine Aufsattigung mit Sauerstiafitgefunden hat, bevor die Ischamie
einsetzte. Diese Sauerstoffaufsattigung waéare eimklslrer Mechanismus zur
Verminderung von Reperfusionsschaden, da die Hgpaxn Herzgewebe nach
Koronarligatur sich durch das angehobene Saueasigébot verkirzt hatte. Auf den
zudem denkbaren Effekt er Prakonditionierung sollet 6.1.1.2. genau eingegangen

werden.

Die geringe Viskositat der Emulsion und die geritg®Re der PFC-Partikel machen es
wahrscheinlich, dass auch wahrend der Ischamie derd ein plasmatischer Fluf3
zumindest an den AulRenzonen der ,area at risk‘lterhdleibt, der Gber den Transport
von PFC in dieses Areal eine verbesserte Sauarsteffrgung des betroffenen
Herzgewebes ermdglicht. Fur die beschriebenen lbdéinisderungen, die sich vor allem
durch Entzindungsprozesse wahrend der Reperfusigeben, wirden die selben
Eigenschaften der PFC-Emulsion zum Tragen kommees Dvéare ein denkbarer

Mechanismus zur Verkleinerung des Infarktarealasiinalb der ,area at risk".

6.1.1.1. Effekte von PFC auf die Funktion neutrgpleranulozyten

Die durch die Ischamie und Reperfusion angesto3eméziindlichen Reaktionen des
Herzgewebes wirken sich negativ auf die Perfusim Besonders herauszustellen ist die
verstarkte Adh&sion von neutrophilen Granulozytem GefaRendothel (,rolling” und

,sticking®) und das durch die Entziindungskaskadsgaliste Odem. Beides fihrt zu
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einer Verschlechterung der Gewebsperfusion in dggeRusion durch Einengung der
kapillaren Strombahn (siel2e5.3.4).

In einem I/R-Versuch am Kaninchenmodell wird vonRNDAN et al. gezeigt, dass unter
therapeutischem Einsatz von PFC wéhrend der Repensphase die Interaktionen von
neutrophilen Granulozyten am Endothel deutlich rggar ausfielen, wie in der

Kontrollgruppe [57].

Auch bei anderen Versuchen beziglich der Reaktimeenneutrophilen Granulozyten
konnte gezeigt werden, dass deren Funktion durch élRgeschrénkt werden kann [6,
54, 96]. Sowohl Chemotaxis als auch Produktion @fRadikalen wurde durch PFC
verringert [96].

Da die neutrophilen Granulozyten bei der Entstehuog Reperfusionsschaden eine
Schlisselrolle besonders durch Adhasion am Endotiéldurch deren Freisetzung von
O,-Radikalen zukommt, kdnnte vermutet werden, dass dieser Effekt auch im I/R

Tiermodell auf die Infarktgrof3e auswirkt.

6.1.1.2. Effekte von Sauerstoff bei Ischamie umeiResion

Der durchschnittliche Durchmesser der Erythrozyiettagt 7,5um. Eine Passage durch
GefalRe mit einem geringeren Durchmesser ist augden Fahigkeit der Erythrozyten,
sich durch Verformung der Enge anzupassen, bisrmmegewissen Grad mdglich. Ab
einem gewissen Ausmall der Einengung des Gefal3lutoecis Reperfusionsschaden ist
die Passage von Erythrozyten durch die Kapillaraohtn mehr moglich. Eine
Aufrechterhaltung der Sauerstoffversorgung durclC B$t aufgrund der im Vergleich
mit dem Erythrozytendurchmesser ca. 35 mal klem&artikelgrol3e des PFCs (Qu)
denkbar. Durch PFC waére also verbesserte eine ptasine Sauerstoffversorgung des

Herzgewebes mdglich.

FORMAN et al. konnten anhand von elektronenmikrgskchen Untersuchungen
nachweisen, dass es bei Hunden, die mit der PFAsiEmuFluosol in einem kardialem
Ischamie und Reperfusionsversuch therapiert wundew¥,ergleich zur mit NaCl-Losung

therapierten Kontrollgruppe zu keiner kapillarens@bktion kam [3].
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KOLODGIE et al. diskutieren, dass die Beatmung 10i0% Q, die bei der Applikation
von Perfluorocarbonen aufgrund der Sattigungseafeiten dieser Stoffe notig ist, an
sich einen positiven Einflul auf die Reduktion tigarktareals haben koénnte [55]. Auf
der anderen Seite werden durch PFC-Gabe verbundén emer 100%igen
Sauerstoffbeatmung erhodhte-Partialdriicke wahrend der Reperfusion erreichs wa
einer Erhéhung der Konzentration von Sauerstof@dn fuhren konnte. Dies kdnnte

das Ausmal} der Zellschaden durch die Reperfusignafeern.

Im Folgenden soll kurz auf verschiedene Untersugbnreingegangen werden, die sich
mit Auswirkungen von Hyperoxie vor Ischamie und waild der Reperfusion
beschétftigen.

TAHEPOLD et al. konnten an Ratten zeigen, dassSdigden am Herzen nach Ischamie
und Reperfusion durch vorherigen 60 oder 180 nyeiitiAufenthalt in einer 95% 6
Atmosphéare verhindert werden konnten [120].diesem Versuch wurden die Herzen
nach dem Aufenthalt der Tiere in der Sauerstoffapphédre entnommen und in eine
Langendorff Apparatur tberfuhrt. Es folgte eine @inltige globale Ischdmie mit
anschlieRender 60 minutiger Reperfusion. Die duFdiC-Farbetechnik dargestellten
infarzierten Areale konnten von 45% in der Kongolppe durch Vorbehandlung mit
Sauerstoff auf 22% verringert werden. Fir dieseeBngsse wird von den Autoren ein
prékonditionierender Effekt der Hyperoxiebehandldrgkutiert.

Im Gegensatz hierzu zeigt eine Studie von KANEDAakt eine Schadigung von
Rattenherzen durch Hyperoxie wahrend der Reperfydi®l]. Hier erfolgt der Versuch
in einer Langendorff Apparatur, wobei die Aussagéerii das Ausmall der
Herzschadigung Uber Messung von koronarem Flufgliddam Auswurfvolumen, dem
Produkt aus systolischem Blutdruck und der Herzfeeq (RPP), und
Creatininkinasekonzentration (CK) getroffen wirderD/ersuch wurde an drei Gruppen
durchgefuhrt. Die Reperfusion erfolgte unter einemelativ  niedrigen
Sauerstoffpartialdruck (PS8300+50 mmHg) in Gruppe 1, mittleren Sauerstofféruc
(PO,=500+£50 mmHg) in Gruppe 2 und Hyperoxie (R©00+50 mmHg) in Gruppe 3. Es
zeigte sich, dass koronarer Fluss, kardiales Auswiumen, und RPP in Gruppe 2
signifikant hoher waren als in den anderen Grupp2ie. CK-Konzentration lag in

Gruppe 2 signifikant unter den Konzentrationen dederen Gruppen. Die Autoren
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schliel3en hieraus, dass ein mittlerer Sauerstdifiidnuck in der Reperfusionsphase
Reperfusionsschaden minimieren kann, und dassHgperoxie durch Entstehung von
Sauerstoffradikalen zu einer vermehrten Herzschi@djglurch die Reperfusion fiihrt.

Beide zuletzt beschriebenen Arbeiten lassen sichZusammenhang mit unserem
Versuch bringen. Aufgrund der 100% €Beatmung der Tiere der Gruppen 1-3 ware
sowohl eine protektiv wirkende Préakonditionieruaty auch eine Herzschadigung durch
vermehrte Entstehung von Sauerstoffradikalen inRigerfusion zu diskutieren. In den
Kontrollgruppen 3 (100% $&Beatmung) und 4 (30% £Beatmung) fallen die Gr6RRen

der Infarkareale nahezu gleich grof3 aus. Auch dimddynamischen Parameter zeigen
keinen signifikanten Unterschied. Hierfir waren deeizuvor genannten Punkte
(Prakonditionierung und Entstehung von Sauerstifeden) als Mechanismen denkbar,
da sie sich beziglich der Reperfusionsschadenran ilVirkungen entgegenstehen. In
der Prophylaxe- und Therapiegruppe ware ebenfatis gegenseitige Aufhebung der
beiden zuvor beschriebenen Effekte moéglich. Fur Temd zur Infarktreduktion durch

PFC blieben die beschriebenen Wirkungen auf plasofeg Sauerstoffversorgung und

Neutrophilenfunktion als méglicher Wirkmechanisnaeskbar.

Im erwéhnten Experiment von KOLODGIE et al. [S55hfie die intrakoronararterielle
Applikation von oxygeniertem Perfluorocarbonlésumgaicht jedoch die Applikation
von desoxygeniertem PFC, zu einer Verbesserung erchblutung nach der
Reperfusion. Die Zeiten wurden hier langer gewadls, in unserem Experiment: die
Ischamiezeit betrug 90 Minuten, die anschlielenelgeiRusion 210 Minuten.

Die Abweichung unserer Ergebnisse von den Ergebmisder o0.g. Studie von
KOLODGIE et al. konnte in den kurzeren Ischamied iReperfusionszeiten begriindet
sein. Es waére denkbar, dass die hemmenden Eigdtesthaon PFC auf die
Granulozytenfunktion erst nach einer gewissen lakobszeit im vollen Ausmalf}
moglich sind, in der PFC von den neutrophilen Glanyien aufgenommen werden
kann. Auch konnte die direkte intrakoronare Apgiif@a zu einer héheren lokalen
Konzentration im Herzgewebe gefihrt haben, was denannten protektiven
Eigenschaften des PFCs verstarkt haben koénnte, dase die denkbaren negativen

Folgen der 100%igen 0O-Beatmung zum Tragen gekommen waren.
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6.1.2. Effekte von PFC auf Herzrhythmusstdrungen

Im Vergleich der Herzfrequenz in den verschiedeMansuchsgruppen wurde eine
signifikant erhdhte Frequenz in der Gruppe 4 (3080esstoffbeatmung) wahrend der
letzten 50 Minuten des Versuches festgestellt. Risst zwar eine gewisse Erhdhung des
Sauerstoffverbrauches vermuten, da jedoch der Misbt signifikant unterschiedlich zu
den anderen Gruppen war, kann dieseiM@hrverbrauch nur relativ gering gewesen
sein. So ist auch erklarbar, dass die Ausbreitueigngtkrotischen Infarktareale nicht

signifikant vergroéRert war.

Sauerstoffradikale sind besonders wahrend des Beglar Reperfusionsphase wichtige
Ausloser von  Arrhythmien  [73-75]. Trotz der verntete erhohten
Sauerstoffpartialdricke durch PFC-Behandlung und)%ifer Q-Beatmung im
reperfundierten Herzmuskel konnte keine Erhohungudlech des Auftretens von
Arrhythmien festgestellt werden. Mdglicherweise ktendurch das Zusammenspiel der
oben genannten Prozesse zwar keine signifikantek®ed von Infarktflachen innerhalb
der ,area at risk* erreicht werden, die erhbhtem#antrationen von Sauerstoffradikalen
reichten jedoch nicht aus, um sich in schwereremytinmieereignissen bemerkbar zu

machen.

In einem von KOLODGIE und ALBERT durchgefiihrten ¥ech am Hundemodell
konnte gezeigt werden, dass die Gabe einer PFCdionulFusol-DA ®) die Haufigkeit
von schweren Arrhythmien (ventrikularen Tachycamilieermindern konnte [122] . Da
sich der Versuchsablauf in einigen Punkten von nemseVersuch am Rattenmodell

unterscheidet, sei im Folgenden der Versuchsaklaufdargestellt.

Die Dauer der Ischdmie betrug 30 Minuten, gefolgin vé Stunden 100%iger
Sauerstoffbeatmung in einer Fusolgruppe und eimmetdsligruppe, die Heparin erhielt.
Eine Negativ-Kontrollgruppe erhielt weder Heparioch Fusol DA ® und wurde mit
30% G beatmet. Fusol DA ® und Heparin wurden 30 Minuen @kklusion der LAD

verabreicht. 6 Tage nach dem ischdmischem Ereigaislen die Hundeherzen mittels
eines Elektrostimulators gereizt, so dass das @éteitr von Arrhythmien je nach
Vorschadigung durch die vorangegangene Ischamiopiert wurde. Erst dann erfolgte

die Totung der Tiere und eine histochemische Auswer der dann angefertigten
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Herzschnitte.

Es verstarben 3 von 9 Hunden in der Fusol DA ®-ppey 7 von 9 Hunden in der
Heparinkontrollgruppe und 13 von 15 Hunden in dé%3Sauerstoffgruppe an

ventrikularen Tachykardien.

Aufgrund des abweichenden Versuchsablaufes siadEdyebnisse nur eingeschrankt
mit unseren Ergebnissen vergleichbar. Besonderyatgeichsweise lange Zeit von 6
Tagen bis zur Arrhythmieerfassung und die kinstlielhektrostimulation fiihren zu einer
nur eingeschrankten Vergleichbarkeit. Jedoch gibsenst keine weiteren Studien zu

PFC-Emulsionen in I/R —Versuchen, die auf die Hnstg von Arrhythmien eingehen.

In Bezug auf die sich widersprechenden Ergebnisseiseres Versuches am
Rattenmodell und des eben beschriebenen Versuclassen sich folgende

Erklarungsmdglichkeiten anfuhren:

verbesserte Blutversorgung durch den ausgepréagiéatdialen Versorgungstyp

des Hundeherzens

dadurch mdglicherweise verbesserte plasmatischesoxgimg mit Sauerstoff
durch PFC

unterschiedlich stark ausgepréagter Schaden durakerSaffradikale in der

Reperfusion, was einen Einfluss auf EntstehungAmhythmien haben kann.

6.1.3. Methodenkritik zum PFC-Versuch

6.1.3.1. Tierversuche

Ein Tiermodell bildet nur teilweise die Verhaltressn menschlichen Korper ab. Das gilt
auch fur die vorliegende Studie, die an Ratten layefiihrt wurde. Das Design dieses
Versuches stellt jedoch eine anerkannte und vigjfapraktizierte Vorstufe zu
Humanstudien dar.

Bei Ratten und Kaninchen besteht im Gegensatz zodétu der Vorteil des relativ

einheitlichen Infarktareales durch relativ idertiscv/ersorgungstypen ohne wesentliche

73



Kollateralversorgung. In Versuchen anderer Arbeitsgen an Hunden konnte im
Gegensatz zu unseren Ergebnissen eine signifikbmi@rktreduktion durch eine
therapeutische PFC-Gabe erreicht werden [3, 4, 15%]. Es besteht jedoch ein
Unterschied zwischen der Blutversorgung von Ratteder Kaninchenherzen und
Hundeherzen, der beim Vergleich der unterschiedficiersuche beachtet werden muss;
Hundeherzen sind in einem viel grolBerem Umfang hdukollateral angeordnete
Blutgefal3e versorgt, als die Herzen von Ratten lKianinchen. Das bedeutet, dass bei
Hunden ein Herzareal gleichzeitig von BlutgefaB3esrsorgt wird, die jeweils aus
unterschiedlichen Stromgebieten gespeist werdeeiclgleitig besteht eine starkere
Vernetzung der Herzgefal3e untereinander. Dies ldrlaoei Unterbindung des
Blutstromes in einem Blutgefal3 eine alternativesdegung des betroffenen Herzareals
Uber die kollateralen Blutgefal3e. Dies fuhrt wiesherdazu, dass durch die Ischamie
betroffene Areale des Hundeherzens soweit ausraichet Blut versorgt werden, dass

sich die Ischamie- und Reperfusionsschaden vermahitkbilden kbnnen [123].

In bezug auf Infarkt gefolgt von Reperfusion istveghrscheinlich, dass wahrend dieser
Ereignisse die ,area at risk” trotz des eingesdkigin Blutstromes in einem gréf3eren
Ausmald weiterhin von plasmatisch transportierten® Rffreicht werden kann, als in

Herzen bei denen die Kollateralisierung nur schwaggepragt ist.

Eine Aufrechterhaltung eines plasmatischen Stromasrhalb der von der Ischamie
betroffenen Herzareale konnte eine denkbare Emkdgfir die Wirksamkeit von PFC

Emulsionen auf Verminderung von Reperfusionsschideten erwahnten Versuchen
am Hundeherzen darstellen. Durch die kollateralgabiddete Blutversorgung des
Hundeherzens und die geringe PartikelgroRe des R&@sate auch wahrend der
IschAmie PFC in Herzareale der ,area at risk* gganund dort zu einer verbesserten
Sauerstoffversorgung des Herzmuskels filhren. Konasit dann zu Beginn der

Reperfusion zu einer erhdhten Belastung des Herldgesvmit Sauerstoffradikalen, sind
diejenigen Zellen, die durch das PFC wahrend demnalsie mit Sauerstoff versorgt

werden konnten, widerstandsfahiger gegen diesscheitiigende Noxe.

Fur Rattenherzen ware aufgrund der geringen Kodisgerung ein Vordringen von PFC
in Ischamische Bezirke auf plasmatischem Wege weenigahrscheinlich. Das

Herzgewebe von Ratten ist der Ischdmie ausgesalirte dass grol3ere Randzonen
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innerhalb der ,area at risk” durch eine Sauerstdffattigung durch PFC profitieren
kénnten, so wie es im Hundeherzen vorstellbarkismmt es wahrend der Reperfusion
zur Entstehung von Sauerstoffradikalen innerhal® mativ stark durch die Ischamie
vorgeschadigten Herzgewebes, so ist eine vergleabhe weite Ausbreitung der

nekrotischen Areale innerhalb der ,area at riskhisaheinlich.

Versuche mit Ischamie gefolgt von Reperfusion amikehenmodell sind jedoch in den
Aussagen unterschiedlich; die Blutversorgung im iKemenherzen &hnelt der von

Rattenherzen bezuglich der Kollateralisierung.

Durch die geringe Kollateralisierung der Rattenbartisst sich in einem I/R-Versuch
die ,area at risk“ besonders klar durch die von weswendeten Farbemethoden
darstellen. Auf der anderen Seite bildet das Huedehkeher den Zustand eines
menschlichen Herzens mit fortgeschrittener Koronarggung ab: bei Patienten mit
Koronarverengungen, die Uber Jahrzehnte entstasiddnfindet man eine ahnlich stark
ausgepragte kollateral angeordnete Gefaldversorguagsie am gesunden Hundeherzen
vorliegt. Somit bildet das Hundemodell die kliniscRraxis bezlglich der Ischamien bei
kardialen Risikopatienten n&her ab. Im Rattenmoldsken sich schwerere Ischdmien
darstellen und die Farbungen (Patentblau, TTCHeerzschnitte fallt eindeutiger aus, da
sich ,area at risk* und Infarktareal klar vom nichirch die Ischamie betroffenen Areal

abgrenzen lassen.

6.1.3.2. Ischamie und Reperfusionszeit

Die Arbeitsgruppe von RICE konnte in Versuchen aamiichenmodell mit Messung
von Infarktarealen nach 24 Stunden einen positi#éekt der PFC Emulsion Fluosol auf

die Ausbreitung von infarzierten Herzarealen zeid€?2] .

HALE konnte in einem I/R Versuch, bei dem die Réggonszeit 4 Stunden betrug,

keinen positiven Effekt der PFC Emulsionen Pertu® und Fluosol zeigen [7].

In beiden hier angefuhrten Versuchen betrug dikéistezeit 30 Minuten und die PFC
Emulsionen wurden nach einem Zeitraum von 20 odeMiuten nach Beginn der

IschAmiephase in &hnlichen Dosierungen wie aucingerem Versuch verabreicht.
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Die gewahlte Ischdmiezeit von 25 min ist also imgieich mit anderen Arbeiten relativ
kurz. Grund hierfir war die in einem Vorversuch lealer Ischdmiezeit von 30 min

festgestellte erhdhte Mortalitat der Tiere zum Edéelschamie hin [45].

Somit kdnnte die Lange der Reperfusionszeit einafiuss auf die Ergebnisse gehabt zu

haben.

Wie bei dem unter 6.1.1.2. erwdhnten Versuch vonL®DGIE [55] kann hier
spekuliert werden, dass die hemmenden Eigenschaften PFC auf die
Granulozytenfunktion erst nach einer gewissen lakobszeit im vollen Ausmal}

maglich sind.

Es sei auch darauf hingewiesen, dass die komplexeuidungskaskade nach der
Reperfusion, Apoptose und Nekrose eingeschlossest, rach Wochen vollstandig
beendet ist [73]. In unserem Versuch wird alsoderBeginn der Entziindungsreaktion
abgebildet.

6.1.3.3. Letalitat wahrend des Versuches

Zwolf Tiere verstarben wahrend des Versuches, dim&omplett durchlaufen zu haben.
Sie konnten somit nicht in die Auswertung der Vehsergebnisse bezuglich der
Ausbreitung der ,area at risk* und des Infarktasealnbezogen werden. Vier Tiere
verstarben vorzeitig in der Prophylaxe-Gruppe (@Wei in der Therapie-Gruppe (G2),
zwei in der NaCl-Gruppe (G3) und vier in des-Gruppe (G4). Die vorzeitige Letalitat
betrug insgesamtx 27%. Das verwendete Modell der kardialen Ischamiel

Reperfusion wird bei der Ratte mit einer vorzetigketalitdt von etwa 30-50%

angegeben [103].

Unterschiedlich hohe Letalitaten zwischen den Vausgruppen sollen bei der
Betrachtung der Gesamtergebnisse bericksichtigiemerSonst besteht die Gefahr, dass
schéadliche Auswirkungen des Versuchsregimes intierreaner Gruppe bei der
statistischen Auswertung der ,area at risk* und learktareals verborgen bleiben. Die
Unterschiede der Letalitat zwischen den Gruppebasunserem Versuch am ehesten in

der Tatsache zu suchen, dass bei Umstechung derrbiA@er Ligatur die Grof3e des
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Infarktes schwer einzuschatzen ist. Bei den vestoen Tieren konnte allein die
Schwere der kardialen Ischamie zum vorzeitigen Tgedihrt haben. Sollte die
Applikation von PFC zu einer erhohten Letalitatiget haben, so wére zu erwarten, dass

sie auch in der Therapiegruppe erhdht gewesen wére.

6.2. Diskussion HBOC / Zellkulturversuch

In anderen Zellkulturversuchen von MOTTERLINI et kbnnte gezeigt werden, dass
Blutersatzstoffe auf Hamoglobinbasis, die sich @ chemischen Struktur vom HBOC-
201 unterscheiden, eine Expression der Hamoxygedaservorrufen kénnen [8].
HBOC-201 zeichnet sich gegenuber der dort erprolB&riersatzstoffe durch eine
bessere Vertraglichkeit bei der Anwendung am Tiedt Menschen aus. Dies hangt mit
der Stabilitdt des Hamoglobinpolymers im HBOC-20%anmen, die dazu beitragt, dass

Wechselwirkungen mit Endothelien und Immunsystennger ausgepragt sind.

Diese Stabilitat wirkt sich aber auch auf den Abdas HBOC-201 durch die Zellen aus.
Kommt es schon bei relativ geringen Konzentrationesn Ham, H&amin oder
Hamoglobin zu einer Exprimierung von Hamoxygenaskohnte dieser Effekt auch bei

vergleichsweise hohen Konzentrationen von HBOC+#6tit gezeigt werden.

Dies ist wahrscheinlich darauf zurlickzuflihren, dass Abbau des HBOC-201 trager
verlauft, als der Abbau der Vergleichsstoffe aufrthasis. In dem hier durchgefiihrten
Versuch konnte zwar eine Bilirubinproduktion nachkubation mit HBOC-201
gemessen werden, diese fiel aber sehr gering deieh@eitig konnte in den HBOC-201
Proben keine Hamoxygenase 1 detektiert werden.uSdésst sich schliel3en, dass die in
diesen Proben gemessene Bilirubinproduktion durels ¢h allen Endothelzellen
vorhandene Isoenzym Hamoxygenase 2 ermdglicht wiHBOC wurde zwar von den
Zellen aufgenommen, es ist aber denkbar, dass e¢ieeauslosung einzelner
Hammolekile aus dem HBOC-Polymer nur sehr langsdioigte. So konnten die
Konzentrationen von Hamoglobin oder Ha&m nicht eheiverden, die ein ausreichend

starkes Signal fur die Exprimierung der Hamoxygerfagargestellt hatten.

Die Ergebnisse der zweiten Messreihe lassen eideluss darauf zu, ob HBOC-201 von
Endothelzellen aufgenommen wurde; sie zeigen adess die Konzentration von
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HBOC-201 ein Vielfaches der Haminkonzentration &g#n musste, um &ahnlich hohe

Bilirubinwerte im Medium zu erreichen.

In dieser Messreihe konnte nur innerhalb der erbtknbationsphase von 14 Stunden
Substrat fur die Bilirubinsynthese aus dem Mediuron vden Endothelzellen

aufgenommen werden. Nach Entfernung von HBOC-20&r ddamin konnte das

aufgenommene Substrat zur Herstellung von Bilirugenutzt werden. Aus diesem
Versuch lassen sich zwei unterschiedliche Schligesfongen ziehen:

sowohl HBOC-201 als auch Hamin wurde Uber einernrai@n von 14 Stunden
von Endothelzellen aufgenommen. Beide Substrate devur anschliel3end

teilweise zu Bilirubin abgebaut.

mit einer Haminkonzentration von 10 pM konnte eimhezu gleicher
Bilirubinwert gemessen werden, wie in den Probéa it 250 uM Hamoglobin
(enthalten in HBOC-201) inkubiert worden waren.vizm also eine fast 25 mal
hohere Hamoglobinkonzentration in den HBOC-201 Pmomotwendig um

ahnliche Bilirubinwerte wie in den Haminproben zte&hen.

6.2.1. Methodenkritik zum Zellkulturversuch

6.2.1.1. Messmethoden

Da in diesem Versuch lediglich die Bilirubinkonzextion im Medium, also extrazellular
gemessen wurde, sind diese Ergebnisse nicht dimkt Ergebnissen anderer
Arbeitsgruppen vergleichbar, geben aber einen Antibér die Syntheseleistung der
Zellen. MOTTERLINI et al. konnten in einem Versuahit anderen chemisch
modifizierten H&moglobinen (Hamoglobin A0 (HbAO)crgss-linked* Hamoglobin

(alpha-alpha-Hb), Cyanomet-alpha-alpha-Hamoglob@iNret alpha-alpha-Hb)) eine
Anregung der Hadmoxygenase 1 Expression zeigenO®s gelang auch durch eine
Messung der HO-1 Aktivitat mittels eines Enzymessaler direkt die Syntheseleistung
der intrazellular vorliegenden HO-1 erkennbar macht

Die Ergebnisse des in dieser Arbeit durchgefuhwesternblots sind aber direkt mit den
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Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen vergleichbamitSdéasst sich aufgrund der
gemessenen Bilirubinproduktion im Medium und aufgiuder Ergebnisse des
Westernblots der Schluss ziehen, dass im Gegensatzn anderen Blutersatzstoffen auf
Hamoglobinbasis (HbAO, alpha alpha Hb, CNmet algpha Hb) selbst hohe Dosen von
HBOC-201 nicht zu einer Exprimierung der HO-1 fiihre

6.2.1.2. Hohe HBOC-201 Konzentrationen

Um Bilirubin im Medium detektieren zu kénnen, was @otwendig, sehr hohe
Konzentrationen von HBOC-201 zu wahlen. Diese holkenzentrationen hatten aber
zur Folge, dass trotz Spilung der Endothelzellehtrdas gesamte HBOC-201 vor der
Lyse der Zellen entfernt werden konnte. Somit ist @hdhte Proteinkonzentration in
den HBOC-201 Proben zu erklaren.

Daher ist das Ergebnis der ersten Versuchsreihebegirenzt aussagekraftig, was den
Vergleich der Bilirubinproduktion der unterschiatiien Gruppen betrifft. Die hier
errechneten Werte sind aufgrund dieses Fehlerdidlir50 pM Hamoglobin enthaltenen
Proben um ca. das 1,7fache, die der 250 uM Hb-Rrabedas ca. 1,2fache zu niedrig
angegeben. Somit soll diese Versuchsreihe lediglichr den zeitlichen Ablauf der
Bilirubinproduktion Auskunft geben. In den Haminpem war die Aktivitdt der
Hamoxygenase 1 nach 10 Stunden am hdchsten, uhddien wieder allmahlich nach.
In den HBOC-201 Proben war die Bilirubinproduktiebenfalls nach 10 Stunden am
hdchsten und blieb dann auf einem nur gering rgedem Niveau bestehen. Dies kann
so gedeutet werden, dass der Abbau durch die kdungtahandene Hamoxygenase 2
erfolgte, der nur die langsam aus dem HBOC-201 usgeldsten einzelnen

Hamoglobinmolekile als Substrat zur Verfligung stand

Die Proteinmessung der zweiten Messreihe war nithth die hohen HBOC-201
Konzentrationen verfalscht, da hier grindlicher kédium gespiilt worden war und den
Zellen in einer zweiten Inkubationsphase kein Sabsfur die Bilirubinsynthese

angeboten wurde.
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7. Zusammenfassung

Studien belegen, dass etwa 3% aller nichtherzaigtinen koronaren Risikopatienten
perioperativ einen Myokardinfarkt erleiden. Sonsit das perioperative Infarktrisiko in
dieser Patientengruppe im Vergleich zu Patientere ddardiale Risiken um das zehn- bis
funfzigfache erhoht. Perioperative Myokardischamreanifestieren sich klinisch bei
Risikopatienten auch als Rhythmusstérungen oder infangpectoris. Die Gabe
plasmatischer Sauerstofftrager, wie die zellfreéemdglobinlosung HBOC-201 oder die
PFC-Emulsion, Oxygent® stellt eine potentielle Mdéigkeit dar, die Inzidenz und

Auswirkungen dieser Komplikationen zu verringern.

Am Rattenmodell wurde untersucht, ob therapeutisocter prophylaktischer Einsatz der
PFC Emulsion Oxygent® Infarkt- und Reperfusionsdeima  bzw.

Herzrhythmusstdrungen nach Koronarligatur gefolgt Reperfusion vermindern kann.

In einem Zellkulturversuch wurde untersucht, ob HB@01 Endothelzellen zur
Expression des Hitzeschockproteins Hamoxygenasel-1) anregen kann, welches

protektiv auf die Entstehung von Ischamie- und Riegg@nschaden wirkt.

Im Tierexperiment erhielt die Prophylaxe-Gruppe Zslmin vor Ligaturverschluss 6 g
kg' Oxygent®; die Therapiegruppe G2 erhielt die gleicBosis 10 min nach
Ligaturverschluss. Die Negativ-Kontrollgruppe Gdielt NaCl in aquivalenter Menge.
In den Gruppen G1 — G3 erfolgte die Beatmung beereFIQ von 1,0. Die @
Kontrollgruppe G4 entsprach der Gruppe G3 bei efeduzierten FI@ von 0,3. Nach
einer Ischdmiezeit von 25 min folgte eine Repeduszeit von 120 min. Die ,area at
risk” wurde durch Patentblaufarbung, die Infarkédeewurden durch eine TTC-Farbung

demarkiert. Anschlie3end erfolgte eine planimel@sAusmessung der Herzareale.

In der Zellkultur wurden Endothelzellen der Rattg 50 uM Hamin (Positiv-Kontrolle,
G1), mit HBOC-201 (25@M, G2 und 750uM, G3) und ohne weiteren Zusatz zum
Kulturmedium (Negativ-Kontrolle, G4) fir 2, 6, 104 und 24 h inkubiert. Es folgte die
Messung von Bilirubin im Medium und ein NachweisnvddO-1 durch einen
Westernblot.

Im tierexperimentellen Versuch konnte keine sidpaifite Reduktion der Infarktareale
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und der kardialen Arrhythmien durch die therapetigsoder prophylaktische Gabe der
PFC Emulsion Oxygent® gezeigt werden.

Im Zellkulturversuch konnte gezeigt werden, dassOdB201 in Endothelzellen der

Ratte nicht zu einer Expression des Enzyms HO-ft.fih

Im Vergleich der Ergebnisse des tierexperimentell€ails mit denen anderer
Arbeitsgruppen fallt auf, dass widersprichlichedbrgsse vor allem zu Versuchen am
Hundemodell festzustellen sind. Dies lasst dastlflie3en, dass anatomische und
physiologische Unterschiede zwischen den Tierenirdaerantwortlich sind. Die
Beatmung mit 100% £ die fur einen ausreichend hohen Sauerstofftrahsjpoch PFC
notig ist, kdbnnte zu einer vermehrten Entstehung -Radikalen gefthrt haben,
wodurch eine Aufhebung von positiven Effekten dé<C® wahrend Ischdmie- und

Reperfusionszeit denkbar ist.

Die hohe Stabilitdt des HBOC-Molekiils, die eindsséiir die gute Vertraglichkeit bei
der Anwendung an Mensch und Tier verantwortlichssheint auch fir das Ausbleiben
eines Abbaus durch HO-1 verantwortlich zu sein. @@enge Entstehung von Bilirubin

ist auf die Syntheseleistung des Isoenzyms Hamavagge? zurickzufuhren.
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9.Anhang

9.1. Abklrzungsverzeichnis

Abb. Abbildung

alpha alpha Hb hemoglobin ,cross-linked” zwischggha-Ketten mit bis-(3,5-
dibromosalicyl)fumarate

ANOVA Analysis of Variance

AP Alkalische Phosphatase

APS Ammoniumpersulfat

ATP Adenosintriphosphat

BAGS Behorde fur Arbeit, Gesundheit und Sozialesfidgen und Hansestadt Hamburg
BGA Blutgasanalyse

BSA Bovine Serum Albumin Rinder-Serum-Albumin
Bz Blutzuckerkonzentration

ca’ Calzium ionisiert

CcoO Kohlenmonoxyd

COHDb Carboxyhamoglobin

Da Dalton

DCLHb Diaspirin Cross-linked Hemoglobin
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribinucleinséure

EDRF endothelium-derived relaxing factor

EK Erythrozytenkonzentrat

EKG Elektrokardiogramm

E-Lyte Elektrolyte

fHb Freies Hamoglobin (plasmatisch geldst)
FiO, Fraktion des inspirierten Sauerstoffs
Hb H&amoglobin

HbAO Hamoglobin, Blutgruppe A0

HbO;, Oxyhamoglobin
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HBOC
HF
Hkt
HO-1
HO-2
HzV
IHD
IR

K*
KCI
KHK
KIU
KOD
LAD
LV
MAP
MetHb
MGW
min
MPS
MW
Na"
NacCl
NO

PAGE
PAP
PBS
PFC
P50
PTCA

Hemoglobin Based Oxygen Carrier
Herzfrequenz

Hamatokrit

Hamoxygenase 1

Hamoxygenase 2
Herzzeitvolumen

Isovolame Hamodilution

Ischamie gefolgt von Reperfusion
Kalium

Kaliumchlorid

Koronare Herzerkrankung
Kallikrein Inhibitory Units
Kolloidosmotischer Druck

Left Anterior Descendend Artery=Ramus intewtr&cularis sinister
Linker Ventrikel

Mittlerer Arterieller Druck
Methamoglobin

Molekulargewicht

Minute(n)
makrozytar-phagozytaren Systems
Mittelwert

Natrium

Natriumchlorid

Stickstoffmonoxid

Alphafehler

Partialdruck
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Pulmonalarterieller Druck
Phosphatyl buffered saline
Perfluorocarbone
Halbsattigungspartialdruck des Hamoglobins

Percutane Transluminare Coronar Angioplastie
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PVR Pulmonaler Vaskularer Widerstand

rpm rounds per minute Umdrehungen pro Minute
RV Rechter Ventrikel

RW Referenzwert

SaQ Arterielle Sauerstoffséattigung

sek Sekunde(n)

SD Standardabweichung

SDS Natriumdodecylsulfat

Std Stunde(n)

TEMED N,N,N",N"-Tetramethyl-Ethylendiamin
Temp Temperatur

tHb Gesamthamoglobin

tPO, Gewebesauerstoffpartialdruck

Tris Tris-(Hydroxymethyl)-Aminoethan

TTC Triphenyl-Tetrazolium-Chlorid

VES Ventrikulare Extrasystole

VF Ventrikulares Flimmern

Vol. Volumen; bezogen auf das Volumen

VT Ventrikulare Tachykardie

viv volume per volume Volumen pro Volumen
wiv weight per volume Gewicht pro Volumen
Z\VD Zentralvendser Druck

ZVK Zentralvenoser Katheter
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9.2.

Tabellen

Tabelle 9.2.1. Gewicht der Tiere

Gewicht (g)

Gruppe MW + SD
Prophylaxe Gl 328,0 +4272
Therapie G2 3175 +20,3
NaCl-Gruppe G3 317,8 +£243
O,-Gruppe G4 308,3 +21.8
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Tabelle 9.2.2. Darstellung der Herzfrequenz (* p86,G4 vs. G3)

Herzfrequenz Prophylaxe G1 Therapie G2 NaCl-Gruppe G3 02-Gruppe G4
HF (1 min '1) MW + SD MW + SD MW + SD MW + SD
Ruhe +30 431 + 64 420 + 70 446 + 35 484 + 38
Applikation 1+10 465 + 64 424 £ 59 454 + 38 488 + 49
Ligatur +5 480 + 47 441 + 43 473 + 20 506 + 53
Applikation 2+10 min 488 + 44 439 + 56 473 + 42 488 + 44
Reperfusion +10 min 476 + 41 450 + 52 461 + 42 476 + 41
Reperfusion +20 min 465 + 42 450 + 54 473 + 39 495 + 54
Reperfusion +30 min 446  + 57 469 + 40 461 =+ 56 491 + 45
Reperfusion +40 min 461 + 45 473 + 42 469 + 37 506 + 44
Reperfusion +50 min 473 + 33 469 + 45 450 =+ 30 510 *+ 45*
Reperfusion +60 min 476 = 28 469 + 45 446 = 23 510 * 42*
Reperfusion +70 min 480 + 30 458 + 49 450 + 26 499 + 37*
Reperfusion +80 min 450 + 26 454 + 38 458 + 29 506 + 38*
Reperfusion +90 min 480 + 37 435 + 40 446 + 32 506 + 28*
Reperfusion +100 min 450 + 21 424 + 38 431 + 37 499 + 30*
Reperfusion +110 min 458 + 20 428 + 42 439 + 26 495 + 34*
Reperfusion +120 min 454 + 18 431 = 37 424 = 28 491 = 47*
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Tabelle 9.2.3. Darstellung des mittleren arterigll®rucks (* p<0,05 G1 vs. G3)

MAP Prophylaxe G1 Therapie G2 NaCl-Gruppe G3 02-Gruppe G4
mmHg MW + SD MW + SD MW = SD MW + SD
Ruhe +30 99 + 18 97 + 13 94 + 21 99 + 19
Applikation 1+10 100 =+ 23 97 + 15 107 =+ 19 104 + 19
Ligatur +5 67 + 21* 98 + 20 97 + 20 106 + 22
Applikation 2+10 min 80 + 22 90 + 23 98 + 20 111+ 18
Reperfusion +10 min 84 + 24 102 + 23 89 + 19 94 + 40
Reperfusion +20 min 74 + 19 101 + 26 86 + 14 99 + 19
Reperfusion +30 min 72 + 24 100 + 23 78 + 11 92 + 19
Reperfusion +40 min 67 + 23 95 + 21 78 + 15 85 + 19
Reperfusion +50 min 68 + 21 91 + 18 76 + 14 99 + 15
Reperfusion +60 min 68 + 26 88 + 24 77 + 18 94 + 18
Reperfusion +70 min 65 + 26 88 + 27 78 + 16 88 + 18
Reperfusion +80 min 63 + 20 87 + 21 77 + 22 90 + 22
Reperfusion +90 min 67 + 23 86 + 23 74 + 17 90 + 23
Reperfusion +100 min 70 + 29 83 + 22 66 + 14 87 + 27
Reperfusion +110 min 70 + 27 85 + 23 63 + 17 86 + 22
Reperfusion +120 min 70 + 25 98 + 28 73 + 19 89 + 25
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Tabelle 9.2.4. arterieller Kohlendioxidpartialdrucg p<0,05 vs. NaCl-Kontrolle)

Ruhephase | Applikationl | Okklusion | Applikation2 | Reperfusion | Reperfusion

paCO, (mmHQ) +10min +10min +5min +10min +10min +110min

Gruppe

MW + SD|MW + SD| MW +SD |[MW +*+ SD| MW + SD | MW + SD
Prophylaxe G1| 383 +49 | 383 +6,6 |37,1+41 | 3,8 +50| 386 +31]| 392 +53
Therapie G2 | 31,3 +89| 345 +39|338+38* 354 +42|378 +56| 37,3 51
NaCl-Gruppe G3 39,3 +7,2| 384 +64|416 +18 | 40,3 £50| 393 +59| 385 +6,5
O,-Gruppe G4 | 340 +7,7| 345 +£63/369+64 |36,4 £59|358 +57|381 +8,0

Tabelle 9.2.5. arterieller Sauerstoffpartialdruck p<0,05 vs. NaCl-Kontrolle)

Ruhephase | Applikationl | Okklusion | Applikation2 | Reperfusion | Reperfusion
paO, (mmHQ) +10min +10min +5min +10min +10min +110min
Gruppe
MW +SD |[MW £SD |[MW £SD |[MW *+SD |[MW = SD | MW * SD
Prophylaxe G1 |361,9+ 96 |474,7+ 75 *| 446 +121 |371,7+ 146 |431,7+ 107*|401,5+ 101*
Therapie G2 |388,3+ 75 |415,2+ 82 |405,9+ 82 |545,3+ 40 *|524,8+ 51 *| 477 + 53
NaCl-Gruppe G3332,4+ 127 |345,2+ 136 |354,1+ 103 |342,1+ 109 |329,4+ 94 |380,3+ 108
0,-Gruppe G4 |106,4+ 24 *|108,1+ 24 *| 108 + 12 *|107,7+ 16 *|97,43+ 20 *|98,54+ 24 *
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Tabelle 9.2.6. Gesamthamoglobin-Konzentration

tHb (mg dI-1)

Ruhephase
+10min

Applikationl
+10min

Okklusion
+5min

Applikation2
+10min

Reperfusion
+10min

Reperfusion
+110min

Gruppe

MW + SD

MW + SD

MW + SD

MW + SD

MW SD

MW + SD

Prophylaxe G1

1441 + 1,7

I+

12,64 + 1,7

12,53 + 1,6

I+

12,49 + 14

12,86 + 12

12,79 + 13

Therapie G2

13,64 + 0,8

12,15 + 1,1

12,99 + 1,2

11,84 + 1,7

12,03

12,03 + 12

NaCl-Gruppe G3

1301 + 1

12,10 + 1,2

12,19+ 1,6

11,66 + 12

13
2

1139+ 1

11,94 + 12

O,-Gruppe G4

12,16 + 1,1

11,76 + 1,2

11,69 + 1)1

11,17 + 1,2

| [+ |+ |+

11,68 + 13

11,86 + 12

Tabelle 9.2.7. rektale Kopertemperatur

Temperatur (°C)

Ruhephase
+10min

Applikation1
+10min

Okklusion
+5min

Applikation2
+10min

Reperfusion
+10min

Reperfusion
+110min

Gruppe

MW SD

MW SD

MW + SD

MW SD

Prophylaxe G1

+
+

37,65 + 0,5

+
37,95 + 0,3

38,19 + 0,6

I+

MW + SD
37,86 + 0,6

37,88 + 0,4

MW + SD
38,11 + 0,6

Therapie G2

38,19 + 0,4

38,24 + 0,6

38,16 + 0,4

37,79 £ 0,6

37,78 £ 0,8

37,80 £ 0,5

NaCl-Gruppe G3

37,85 + 0,5

37,75 + 0,5

37,75+ 1,0

37,48 + 0,9

H [+ |+ |+

37,89 + 0,7

37,76 + 0,7

O,-Gruppe G4

37,95 + 0,6

37,89 + 0,9

38,13 + 0,5

38,01 + 0,6

38,04 + 0,9

37,86 + 0,5
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Tabelle 9.2.8. art. Sauerstoffgehalt

Ruhephase | Applikationl | Okklusion | Applikation2 | Reperfusion | Reperfusion

O,ct (ml dI-1) +10min +10min +5min +10min +10min +110min

Gruppe

MW +SD| MW *+SD| MW +*+SD| MW *SD| MW * SD| MW +* SD
Prophylaxe G1 | 19,50 + 2,3 | 16,05 + 1,9 | 1583 + 20| 1558 + 20| 16,25 + 19| 16,34 + 3,2
Therapie G2 |18,68 + 1,1 (1706 £+ 19| 17,8 +1,7|15,09 + 2,3 |15,34 + 25| 15,14 + 2,3
NaCl-Gruppe G3 17,84 + 1,3 |1654 + 1,6 | 16,7 +£2,2|1599 + 19| 1563 + 2,2 | 16,40 + 3,0
O,-Gruppe G4 | 15,80 + 1,7 | 15,18 + 2,1 | 15,11 + 1,4 | 1456 + 15 |14,19 + 1,8 | 14,00 + 1,9

Tabelle 9.2.9. Konzentration Oxyglobin (* p<0,05.WaCl-Kontrolle)

Ruhephase | Applikationl | Okklusion | Applikation2 | Reperfusion | Reperfusion
HbO, (%) +10min +10min +5min +10min +10min +110min
Gruppe
MW +SD |MW *+SD |MW *+SD |[MW *SD |MW *SD | MW * SD
Prophylaxe G1 [98,75+ 0,7 93,66+ 35 |92,65+ 3,1*/92,24+ 2 */9244+ 23 |91,61+ 2,7
Therapie G2 98,54+ 0,6 [98,56+ 0,5 [98,64+0,6 |91,51+18*/9169+18 |90,49+19*
NaCl-Gruppe G3 98,5 + 1 98,48+ 0,9 [98,56+0,8 |98,55+ 1 |98,68+ 0,8 |98,83+ 0,6
O,-Gruppe G4 193,44+ 6,4*| 92,64+ 7,3*/93,19+ 3,1*/93,93+ 2,3*/88,26+ 12 *|8591+ 13 *
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Tabelle 9.2.10. pH-Wert (* p<0,05 vs. NaCl-Kontre)l

Ruhephase | Applikationl | Okklusion | Applikation2 | Reperfusion | Reperfusion

pH +10min +10min +5min +10min +10min +110min
Gruppe

MW +SD (MW =+ SD| MW = SD MW * SD| MW * SD | MW + SD

Prophylaxe G1| 7,38 + 0 739 +0 |73 01733 01|73 +0,1|729 0,1

TherapieG2 | 743 +0,1* 740 + 0 | 738 + 0 |73 + 0 |733 £+ 0 |729 £ O

NaCl-Gruppe G3J 7,37 + O 737 + 0 | 735 +0 |73 + 0 |73 £+ 0 |73 £ 0

O,-Gruppe G4 | 7,42 =+ 0O 740 + 0 | 737 01737 £01|732 +£02|734 + 0

Tabelle 9.2.11. Standartbasentberschuss

Ruhephase | Applikationl | Okklusion | Applikation2 | Reperfusion | Reperfusion

SBE +10min +10min +5min +10min +10min +110min
Gruppe

MW +SD/ MW *SD| MW +*SD| MW +* SD| MW + SD | MW + SD

Prophylaxe G1 | -2,18 + 2,7 | -2,14 + 34 | -443 + 2,1 |-6,04 + 34 |-459 + 24| -6,93 + 3,2

Therapie G2 | -4,06 + 25|-288 + 25 |-469 + 25|-469 + 25|-541 +12|-7,73 + 3,1

NaCl-Gruppe G3J -2,31 + 33| -3,1 £33|-231+10|-233 +22|-343 + 16|-534 + 3,7

O,-Gruppe G4 | -1,73 + 33 |-329 + 19 |-365 + 3,2 | -43 +34|-658 + 66| -498 + 3,2
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Tabelle 9.2.12. Natrium-Konzentration

Ruhephase | Applikationl | Okklusion | Applikation2 | Reperfusion | Reperfusion
Na" (mmol I-1) +10min +10min +5min +10min +10min +110min
Gruppe
MW +SD| MW *+SD| MW +*+SD| MW *SD| MW * SD| MW +* SD
Prophylaxe G1| 138,6 + 44| 139,6 £+ 1,9 | 1393 + 4,1 |137,3 + 3,4 | 140,5 + 45| 140,3 + 4,7
Therapie G2 | 1404 + 45| 1376 £+ 45|1399 + 491394 + 41|140,1 + 3 |143,3 + 2,3
NaCl-Gruppe G3 139,8 + 95| 1426 £+ 3,1 | 140,1 + 39| 143 +3,3|141,3 + 3,8 1439+ 59
O,-Gruppe G4 | 139,9 + 29| 1386 + 45| 1376 + 6,6 | 138,3 £+ 85| 1395 + 3,7 | 143 +46
Tabelle 9.2.13. Kalium-Konzentration
Ruhephase | Applikationl | Okklusion | Applikation2 | Reperfusion | Reperfusion
K* (mmol I-1) +10min +10min +5min +10min +10min +110min
Gruppe
MW + SD|MW *+ SD| MW + SD | MW *#SD |MW * SD | MW #* SD
Prophylaxe G1| 59 +10| 55 +0,7| 57 +11|59 +0,7* 56 +11| 69 16
TherapieG2 | 47 +£12| 50 05| 49 +0,7| 46 %05 48 04| 54 11
NaCl-Gruppe G3 52 +09| 47 +11| 51 +08]| 47 £0,8 49 +£08| 55 +£13
O,-Gruppe G4 | 50 05| 47 07| 49 +£08| 46 +0,8 49 +14)| 54 +15
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Tabelle 9.2.14. Konzentration an ionisiertem Caloiu

Ruhephase | Applikationl | Okklusion | Applikation2 | Reperfusion | Reperfusion
Cca™ (mmol I-1) | +10min +10min +5min +10min +10min +110min
Gruppe
MW + SD| MW +*+ SD| MW + SD| MW + SD | MW * SD | MW * SD
Prophylaxe G1| 1,21 +0,2| 1,14 +0,2| 1,19 +0,1| 123 +0,2| 1,20 £0,1| 1,21 +0,2
TherapieG2 | 1,15 +0,1|130 +03| 119 +0,1| 116 +0,1| 1,27 +0,1| 1,16 +0,1
NaCl-Gruppe G3 1,15 +0,2| 1,12 +0,1|124 +0,1|123 £0,1|119 £0,1| 1,23 £0,2
O,-Gruppe G411,21 +0,1|122 +£0,1 123 +£0,1|131 +02|116 +0,1| 127 +0,1
Tabelle 9.2.15. Desoxyhamoglobin (RHb)
Ruhephase | Applikationl | Okklusion | Applikation2 | Reperfusion | Reperfusion
cHHb (%) +10min +10min +5min +10min +10min +110min
Gruppe
MW +SD |[MW +SD (MW *SD (MW *SD |MW *SD | MW * SD
Prophylaxe G1{ 0,19 + 0,3 | 0,13 + 0,3 |0,038+0,1 |0,05+ 0,1 | 0,05 +0,1 | 0,24 +0/4
Therapie G2 | 0,05 + 0,1 0O 0 |0025+0,1 (0,73 +19 |105 29 | 0,16 *0,5
NaCl-Gruppe G3 0,33 + 0,6 | 045 +0,6 | 0,26 +0,3 |0,35+0,5 | 0,19 +0,4 | 0,15 +0,2
O,-Gruppe G4 | 556 + 6,3*|1 644 + 7,1 * 571 £32*/ 505+ 24*10,76+ 12 *|13,11+ 13 *
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Tabelle 9.2.16. arterielle Sattigung (* p<0,05 waCl-Kontrolle)

Ruhephase | Applikationl | Okklusion | Applikation2 | Reperfusion | Reperfusion
sa(, (%) +10min +10min +5min +10min +10min +110min
Gruppe
MW +SD |[MW +SD |[MW *+SD |[MW *SD |[MW * SD |MW =+ SD
Prophylaxe G1{99,8 + 0,1 | 999 + 0 998 £+ 0,2 |997+04 |999 +0,1 |99,8 + 0,2
Therapie G2 999 £+ 0,1 |999 + 0 99 +01 |999+ 0 99 + 0 99 + 0
NaCl-Gruppe G3 99,7 + 0,3 | 99,7 + 0,3 | 998 + 0,2 [998 + 0,2 | 99,7 +0,3 998 + 04
O,-Gruppe G4 197,1 £+ 24*/971 +26* 975+ 08* 97,3+ 11* 951 +45* 956 +40*
Tabelle 9.2.17. Blutzucker
Ruhephase | Applikationl | Okklusion | Applikation2 | Reperfusion | Reperfusion
BZ (mg dI-1) +10min +10min +5min +10min +10min +110min
Gruppe
MW +SD| MW *+SD| MW *+SD| MW +*+SD| MW + SD| MW =+ SD
Prophylaxe G1 | 112,6 + 15 | 130,8 + 16 | 125,6 + 23 | 1251 + 22 | 1294 + 21 | 106 + 22
Therapie G2 | 115,8 + 11 | 116,3 + 20 | 106,8 + 20 | 138,8 + 18 | 1379 + 17 | 127,8 + 22
NaCl-Gruppe G3 117,8 + 11 | 117,3 + 22 | 1284+ 17 | 1316 + 13 | 1275+ 14 | 118 =+ 17
O,-Gruppe G4 | 126,6 + 21 | 129 + 20 | 123,3 + 24 | 128,3 + 38 | 127 =+ 42 |124,1 + 36
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Tabelle 9.2.18. Zentraler Venendruck

Ruhephase | Applikationl | Okklusion | Applikation2 | Reperfusion | Reperfusion
ZVD (mmHQ) +10min +10min +5min +10min +10min +110min
Gruppe
MW + SD/ MW +*+ SD MW = SD | MW = SD| MW + SD | MW + SD
Prophylaxe G1| 6,8 * 3,5 7 +30| 65 25|64 +21| 56 +32| 65 37
Therapie G2 6 +18| 64 +19 7 +19| 76 +£41| 63 +23| 58 +17
NaCl-Gruppe Gy} 7 27| 69 34| 73 +27| 76 25|71 18| 75 +£15
02-Gruppe G4| 61 +20| 66 +20| 76 +29| 66 +20| 76 +32| 64 +22
Tabelle 9.2.19. gemischt vendse Sattigung (* p<O/85NaCl-Kontrolle)
Ruhephase | Applikationl | Okklusion | Applikation2 | Reperfusion | Reperfusion
SAT +10min +10min +5min +10min +10min +110min
Gruppe
MW +SD | MW +*SD [MW *SD |[MW *SD |[MW * SD |MW * SD
Prophylaxe G1 | 99,8 + 0,3 99,9 0,3 | 100 + O 99+01 |100+ O 99,8+ 0,5
Therapie G2 | 100 +0,1 | 100,0 +0 | 100 £0,1 99,3 +19 |990+ 29 |99,8+ 0,5
NaCl-Gruppe G3 99,7 + 0,7 996 0,6 99,7 +04 |997+05 998+ 04 |999+ 0,2
02-Gruppe G4 1944 + 6,4*| 935 +7,2*1943 + 34* 949 +24* 892+ 124*868+ 129*
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Tabelle 9.2.20. inspiratorische Sauerstoffkonzertom (* p<0,05 vs. NaCl-Kontrolle)

Ruhephase | Applikationl | Okklusion | Applikation2 | Reperfusion | Reperfusion
FiO2(%) +10min +10min +5min +10min +10min +110min
Gruppe
MW +SD |[MW +SD |[MW *+SD |[MW *SD |[MW * SD |MW =+ SD
Prophylaxe G1 96,1 + 39 96,4 + 38 |96,1+41 |960+45 |960+45 |96,3 + 3,9
Therapie G2 |944 + 46 (940 +48 |929+57 934 +£50 |933+£52 |928 +£5,3
NaCl-Gruppe G3 97,0 + 48 [ 968 £46 |973+45 (969 +44 966 +44 |965 + 5,1
O,-Gruppe G4 1316 £+ 25*1 321 +37*315+19* 31,1 +14* 31,1 +11* 315+21*
Tabelle 9.2.21. Standartbikarbonat
Ruhephase | Applikationl | Okklusion | Applikation2 | Reperfusion | Reperfusion
HCO3 +10min +10min +5min +10min +10min +110min
Gruppe
MW + SD/ MW +*+ SD MW = SD | MW = SD| MW + SD | MW + SD
Prophylaxe G1| 220 +26 | 221 +34| 20,0 +18| 187 +£29|200 +£18| 183 * 2,6
Therapie G2 | 19,7 +30| 21,1 +25|194 +24|196 +24|193 +£14| 174 2.8
NaCl-Gruppe G3 22,0 +35| 213 £34| 223 £10|222 +21|21,1 +17| 19,7 + 3,8
O,-Gruppe G4 210 £+28| 206 +23|206 +31|20,1 +32|184 +49| 19,7 + 33
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Tabelle 9.2.22. Gesamt Kohlendioxid

Ruhephase | Applikationl | Okklusion | Applikation2 | Reperfusion | Reperfusion
tCO, +10min +10min +5min +10min +10min +110min
Gruppe

MW + SD/ MW +*+ SD| MW = SD | MW = SD MW +* SD | MW =+ SD

Prophylaxe G1| 52,0 +6,0 | 52,0 +8,1 | 47,2 +42 | 444 +6,8 |475+ 41 | 43,5 6,0
Therapie G2 | 46,2 +7,4 | 496 +58 | 457 +54 | 464 £56 456 + 34 | 416 +6,5
NaCl-Gruppe G3J 51,9 +8,4 | 50,3 £8,1|528 +£22|524 +50 (498 + 41 | 46,7 +9,1
02-Gruppe G4 | 494 +6,7| 486 +56| 486 +73 | 474 +6,8 435+ 11,1| 46,7 +7,9
Tabelle 9.2.23. Bilirubinproduktion Zellkulturgruppn G1 — G4

Bilirubin
(pmol/mg/h)
Inkubationszeit t (h) 2 6 10 12 24
Gruppe n=4
MW + SD MW+ SD MW + SD MW+ SD | MW + SD
Hamin (50uM) G1] 70,2 + 6,27/97,29+ 11,86/125,14 + 13,97/95,88+ 12,31 80,08 + 7,8
HBOC (Hb 250uM) G2 0 + O |3,16+ 0,02 | 742 + 0,33 6,44+ 0,03 | 6,65 *0,28
HBOC (Hb 750uM) G3] 0 =+ O |1445+ 195 | 16,86 =+ 0,98 14,64+ 2,42 14,22+ 1,34
Kontrolle G4 0 =+ O 0O = O O + O 0O = O 0O + O
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Tabelle 9.2.24. Proteingehalt Zellkulturgruppen G1G4

Protein (mg/ml)
Inkubationszeit t (h) 2 6 10 12 24
Gruppe
MW + SD MW+ SD | MW + SD| MW + SD | MW + SD
Hamin (50uM) G1] 164 + 0,09/ 147+ 0,1 1,68 +0,07 188 + 0,04 1,80 +0,08
HBOC (Hb 250uM) G2| 2,03 + 0,06/1,93+ 001| 198 0,09 19 + 0,01 201 0,02
HBOC (Hb 750uM) G3| 2,87 + 0,36/2,24+ 0,18| 2,67 *043 29 + 0,75 3,01 0,13
Kontrolle G4 156 +008/154+ 006 18 +0,12 1,76 + 0,12 | 1,79 £0,09

Tabelle 9.2.25. Bilirubinproduktion Zellkulturgruppn G5 - G7

Bilirubin
(pmol/mg/h)
Gruppe n=5
MW + SD
Hamin (10uM) G 561 + 1,07
HBOC (Hb 250uM) G6| 5,36 + 0,04
Kontrolle G7 0 + 0
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Tabelle 9.2.26. Proteingehalt Zellkulturgruppen G5G7

Protein (mg/ml)
Gruppe
MW  + SD
Hamin (10pM) ©°| 163 + 005
HBOC (Hb 250uM) G6| 1,71 + 0,01
Kontrolle G7] 1,62 =+ 0,01
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