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8.1.6 Flächenauswertung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 108

8.2 Tabellen Reperfusionszeit 240 Minuten . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 109

8.2.1 Gewicht . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 109

8.2.2 Hämodynamik und Körpertemperatur . . . . . . . . . . . . . . . . . . 110

8.2.3 Blutgasanalyse . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 113

8.2.4 Elektrolyte und Blutzucker . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 115

8.2.5 Hämoglobinkonzentrationen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 116
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1 Studienziele

1.1 Hauptzielkriterium: Perfusionsausfälle (
”
no-reflow“-Areale)

Im Rahmen dieser Studie wurde untersucht, welche Auswirkungen Applikation von HBOC-

200 (Hemoglobin based oxgen carrier) im Ischämie-/Reperfusionsmodell am Kaninchenherzen

hat. Hauptziel der Untersuchung war es zu überprüfen, ob eine prophylaktische und/oder the-

rapeutische Applikation von HBOC-200 die Ausprägung von Arealen mit aufgehobener Perfu-

sion (”no-reflow“-Areale) in der ”area at risk“ im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe

nach 2-minütiger oder 240-minütiger Reperfusionszeit reduziert.

1.2 Nebenzielkriterien

1.2.1 Myokardiales Infarktareal

Als Nebenzielkriterium wurde untersucht, ob die prophylaktische oder die therapeutische

Anwendung von HBOC-200 die Größe des Infarktareals in der ”area at risk“ um mindestens

25% im Vergleich zur mit Kochsalzlösung behandelten Kontrollgruppe im Nachweis mittels

Triphenyl-Tetrazolium-Chlorid reduziert.

1.2.2 Herzrhythmusstörungen

Des Weiteren wurde der Einfluss einer HBOC-200 Applikation auf Herzrhythmusstörungen

während der kardialen Ischämiephase untersucht. Insbesondere die Inzidenz kardialer Arrhyth-

mien wurde mittels des Arrhythmiescores nach Lambeth (siehe Tabelle 3.3) im Vergleich zur

Kontrollgruppe untersucht.

8



2 Einleitung

2.1 Ansatz

Die koronare Herzkrankheit (KHK) ist die häufigste Todesursache in industrialisierten

Ländern. Nahezu jeder zweite Mensch stirbt hier an den Folgen einer KHK. In den kom-

menden Jahren muss mit einer weiteren Zunahme der Anzahl der Patienten mit einer KHK

gerechnet werden [118]. Der Bevölkerungsanteil der über 65-jährigen steigt voraussichtlich von

25% auf 35% und führt zusammen mit der Tatsache, dass die Prävalenz der KHK exponentiell

mit dem Alter zunimmt, zu einer möglichen Verdoppelung der Zahl der Patienten mit KHK,

die sich einem nicht-herzchirurgischen Eingriff unterziehen müssen [219].

Es wird geschätzt, dass von den etwa 100 Mio. Patienten, die weltweit chirurgisch versorgt wer-

den müssen, ein Viertel eine manifeste KHK oder mehrere Risikofaktoren für eine KHK auf-

weisen. Schwerwiegende perioperative kardiovaskuläre Komplikationen wie Myokardinfarkt,

instabile Angina pectoris, postoperative Herzinsuffizienz oder plötzlicher Herztod sind bei ca.

5 - 15% dieser Risikopatienten zu erwarten [118].

Bluthochdruck, Tachykardie und erhöhte sympathomimetische Aktivität treten während und

vor allem nach dem chirurgischen Eingriff auf. Diese hyperdynamen Herzkreislaufreaktionen

beeinflussen das fragile Gleichgewicht zwischen Sauerstoffangebot und Sauerstoffbedarf des

prädisponierten Myokards und erhöhen das Ischämierisiko [12, 25, 105, 119].

Um die Inzidenz perioperativer kardialer Komplikationen zu senken bzw. das postoperative

Outcome zu verbessern, hat das American College of Physicians 1997 eine Empfehlung her-

ausgegeben, nach der Patienten mit einer KHK – vorausgesetzt, es besteht kein Asthma oder

eine bradykarde Herzrhythmusstörung – perioperativ β-blockiert werden sollten [3].

Ein weiterer möglicher, zur Zeit noch experimenteller Ansatz wäre die Gabe eines plasmati-

schen Sauerstoffträgers, der unter anderem die myokardiale O2–Versorgung verbessern könnte.

Durch unsere Arbeitsgruppe soeben fertiggestellte Untersuchungen an Ratten konnten erst-

malig eine signifikante Reduktion des Infarktareals innerhalb des infarktgefährdeten Gewebes

9



durch eine Prophylaxe mit der Hämoglobinlösung HBOC-200 (Hemoglobin based oxgen car-

rier) nach 25-minütiger Ischämie und 120-minütiger Reperfusion nachweisen [18, 19]. Es ist

zu vermuten, dass HBOC neben der verbesserten Gewebsoxygenierung einen weiteren gewe-

beprotektiven Effekt im Rahmen von Ischämie und Reperfusion am Myokard hat.

In der vorliegenden Untersuchung sollte der Frage nachgegangen werden, welchen Ein-

fluss die prophylaktische oder therapeutische Applikation der zellfreien Glutaraldehyd-

polymerisierten bovinen Hämoglobinlösung HBOC-200 auf die regionale Perfusionsverteilung

des postischämischen und reperfundierten Myokards hat. Es sollte insbesondere die Hypothese

überprüft werden, ob eine Infarktvolumenreduktion durch HBOC-200 mit einer Reduktion

der Flächen mit aufgehobener Perfusion (”no-reflow“-Areale) einhergeht. Dieser Hypothese

liegt zu Grunde, dass die Applikation von HBOC zu einer Verbesserung der Mikrozirkulation

führt.

2.2 Hämoglobinlösungen

2.2.1 Geschichte und Entwicklung von Hämoglobinlösungen

Die Forschung nach alternativen Sauerstoffträgern, die im Rahmen von perioperativen oder

traumatischen Blutverlusten verabreicht werden könnten, wurde mit dem Ziel vorangetrieben,

die Abhängigkeit von homologen Erythrozytenkonzentraten (EK) zu verringern. Die Haupt-

risiken einer Fremdbluttransfusion liegen in der Gefahr einer Blutgruppeninkompatibilität und

in der Übertragung von Infektionen durch Hepatitis-Viren und HIV. Darüber hinaus erzwingt

die demographische Entwicklung in den Industrienationen mit immer älter werdenden Patien-

ten und komplexen operativen Eingriffen sowie in den Schwellenländern mit stark wachsender

Bevölkerung, einem Mangel an Blutbanken und einer hohen Durchseuchung an humanpatho-

genen Erregern die Suche nach Alternativen zu Blutprodukten. Die ersten dokumentierten

klinischen Studien mit zellfreien Hämoglobinlösungen führten bereits 1916 SELLARDS und

MINOT bei Freiwilligen sowie bei anämischen Patienten durch [175].

Studien mit Hämoglobinlösungen in den siebziger Jahren des letzten Jahrhunderts führten

häufig zu lebensbedrohlichen Nebenwirkungen in Form einer aktivierten intravasalen Gerin-

nung sowie zu Fieber, hämodynamischen Komplikationen und Nierenversagen [54, 128, 168].

Ursächlich hierfür waren Rückstände von Lipidmembranen der Erythrozyten, insbesondere
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Phospholipide [45, 148]. Durch die Ultrapurifikation der Hämoglobinlösungen (siehe Abbil-

dung 2.1) konnte die ursprünglich beobachtete renale Toxizität weitgehend beseitigt wer-

den, ebenso wie die durch Endotoxine verursachte Komplementaktivierung, die wiederum zu

Thrombopenie, Leukozytopenie und disseminierter intravasaler Koagulopathie bis hin zum

Multiorganversagen führte [45].

Modernere chemisch modifizierte HBOC zeigen keine gravierenden Nebenwirkungen mehr.

Allerdings führen auch sie zu einem Anstieg des mittleren arteriellen Druckes [188]. Als patho-

physiologische Grundlagen für diese hypertensiven Effekte von Hämoglobinlösungen werden

verschiedene Faktoren angeführt:

1. Hämoglobin bindet den endothelial gebildeten Vasodilatator NO (endothelium deri-

ved relaxing factor, EDRF) und blockiert so dessen vasodilatatorische Aktivität (NO-

Scavenging) [122]

2. Hämoglobin verursacht eine gesteigerte Ansprechbarkeit adrenerger Rezeptoren für Ka-

techolamine [29, 64]

3. Hämoglobin induziert die Freisetzung des endothelial gebildeten Vasokonstriktors

Endothelin-1 [114, 115, 116, 172]

4. Oxygeniertes Hämoglobin erhöht die intrazelluläre Konzentration von Inositol-

Phosphaten, die als ”second messengers“ bei der Kontraktion der glatten Muskelzellen

von Blutgefäßen dienen [205]

Die Methämoglobinämie ist eine weitere klinische Nebenwirkung. Die vermehrte

Methämoglobinbildung resultiert aus dem Fehlen der Methämoglobinreduktase und weiterer

Reduktionsenzyme in der zellfreien Hämoglobinlösung. Relevant wird die Methämoglobinämie

allerdings erst bei der Verabreichung größerer Hämoglobinmengen sowie bei der Überladung

des makrozytär-phagozytären Systems (MPS) [182].

Die chemische Modifikation und die Polymerisation der Hämoglobinmoleküle kann den en-

dogenen Zerfall des Hämoglobins in seine beiden αβ-Heterodimere verhindern. Diese führten

durch ihre Nierengängigkeit zu schweren Nierenschäden bis hin zum Nierenversagen. Aus der

hohen Anzahl von Einzelmolekülen und Fraktionen des stromafreien Hämoglobins resultierte

ein erhöhter kolloidosmotischer Druck (KOD); auch dieses Problem wurde durch die Polyme-

risation weitestgehend gelöst (siehe Abbildung 2.2).

Durch die Polymerisation erhöht sich das mittlere Molekulargewicht, während sich die Mo-

lekülzahl reduziert. Eine verlängerte intravasale Verweildauer und ein erniedrigter kolloid-
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Ultrafiltration 
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graphie 
Präzipitation 
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(Frei von Endotoxinen, Phospholipiden, Proteinen 

und pathogenen Viren und Prionen) 

 

HBOC 

 
Abbildung 2.1: Übersicht über den Separations- und Purifikationsprozess von modernen zellfreien

Hämoglobinlösungen (aus [185])

osmotischer Druck sind die Folge. Das in dieser Versuchsreihe eingesetzte HBOC-200 be-

sitzt ein Molekulargewicht in Abhängigkeit vom jeweiligen Polymerisationsgehalt von 64.000

- 500.000 Dalton. Die intravasale Halbwertszeit wird mit 16 - 24 Stunden angegeben [182].

HBOC-200 ist eine zellfreie, ultragereinigte, polymerisierte Rinderhämoglobinlösung, die sich

durch eine niedrige Sauerstoffaffinität und einen ausgeprägten Bohr-Effekt auszeichnet, so

dass eine verbesserte Gewebsoxygenierung infolge der erleichterten Sauerstoffabgabe in der

Peripherie erreicht wird. Durch die Änderung des Ladungszustands verschiebt sich die Sauer-

stoffbindungskurve im Sinne einer erleichterten Sauerstoffabgabe in der Peripherie nach rechts.

Dies zeigt sich besonders in einem erhöhten P50 in Höhe von 36 mmHg gegenüber humanem,

an Erythrozyten gebundenes Hämoglobin mit einem P50 von 26 mmHg [182]. Das HBOC-200
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Nephrotoxizität ↓ 
Kolloidosmotischer Druck ∅  

Konjugation mit Makromelekülen 

β α 
β α 

β  
β α 

β α 
βα  

β α 
β α 

β α 
βα  

Renale Clearance ↓ 
Intravaskuläre HWZ ↑  
Nephrotoxizität ↓ 
Kolloidosmotischer Druck ↓

Enkapsulierung in Liposomen 

β α 
βα  

Abbildung 2.2: Schematische Darstellung der Modifikationen von Hämoglobinmolekülen zur Verminde-

rung toxischer Nebenwirkungen sowie zur Verlängerung der intravasalen Halbwertszeit

(HWZ) (aus [185])

ist über intermolekulares Glutaraldehyd polymerisiert.

2.2.2 Aktueller Stand der Forschung

In den letzten Jahren wurden klinische Studien mit verschiedenen künstlichen

Hämoglobinlösungen durchgeführt, die meisten mit Diaspirin-vernetztem Human-Hämoglobin

(DClHb). Einige Lösungen zeigten negative Eigenschaften. In klinischen Studien mit

HemAssist R© bei Patienten mit traumatisch-hämorrhagischem Schock [177] bzw. zerebro-

vaskulärem Insult [169] zeigte sich eine erhöhte Mortalität im Vergleich zu der mit kris-

talloider Lösung behandelten Kontrollgruppe. Andere untersuchte Substanzen befinden sich

in Phase-III-Studien oder sind in bestimmten Bereichen schon zugelassen.

Das in der vorliegenden Studie eingesetzte HBOC-200 ist seit 2001 als Oxygent R© (Biopure,
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USA) für die veterinärmedizinische Anwendung in den USA zugelassen. Seit dem gleichen

Jahr ist HBOC-201 als Hemopure R© (Biopure, USA) in Südafrika zur Anwendung bei peri-

operativer Anämie zugelassen. Beide Hämoglobinlösungen zeichnen sich durch eine niedrige

Sauerstoffaffinität und einen ausgeprägten Bohr-Effekt aus, durch den eine verbesserte Ge-

websoxygenierung infolge der erleichterten Sauerstoffabgabe in der Peripherie zu erwarten

ist.

In verschiedenen Tiermodellen konnte gezeigt werden, dass künstliche Sauerstoffträger wie

zum Beispiel Perfluorocarbone (PFC) die Ausbildung von Ischämie/Reperfusionsschäden am

Myokard reduzieren können [8, 50, 51, 52, 98, 200]. In den aufgeführten Studien wurden

überwiegend PFC-Lösungen mit einer geringen Sauerstofftransportkapazität therapeutisch

(d. h. nach Eintritt der Ischämie) untersucht. Bei PFC handelt es sich um chemisch her-

gestellte halogenierte Perfluorocarbonmoleküle, die biologisch völlig inert sind und in denen

sich große Mengen von Gasen, also auch von Sauerstoff physikalisch lösen können. Da sie

nicht biologischen Ursprungs, billig zu produzieren und lange haltbar sind, sind sie als Blu-

tersatzlösung interessant, jedoch sind Perfluorocarbone nicht mit wässrigen Lösungen ver-

mischbar und bedürfen der Emulsion, um intravenös appliziert werden zu können.

PFC ist in den USA für die intrakoronare Applikation im Rahmen einer perkutanen translu-

minalen koronaren Angioplastie (PTCA) zugelassen. Der Nachteil selbst in der Anwendung

von modernen PFC-Lösungen liegt in der Notwendigkeit, eine hohe inspiratorische Sauerstoff-

konzentration von 50 –100% verabreichen zu müssen, da nur dann eine ausreichende Menge

Sauerstoff gelöst werden kann [68].

Im Gegensatz dazu liegt der Vorteil von HBOC darin, dass schon bei Raumluft (21% O2) eine

nachweisbare Menge an Sauerstoff gebunden und abgegeben wird und dass die HBOC Dosis,

die für eine Augmentierung des Gewebs-pO2 nötig ist, lediglich 0,4 g/kg beträgt [186, 191].

Für den Menschen ergibt sich also eine Dosis von nur 200 - 250 ml, so dass nur eine geringe

zusätzliche kardiale Belastung durch das infundierte Volumen zu erwarten ist.

2.3 Myokardinfarkte und alternative Sauerstoffträger

Ein akut aufgetretener Verschluss eines Herzkranzgefäßes ist bei der überwiegenden Anzahl

der Patienten die Ursache für einen Myokardinfarkt [81]. Die Ischämie des Herzmuskels führt

letztendlich zu einer Diskrepanz zwischen Sauerstoffangebot im Herzmuskel und myokardia-

lem Sauerstoffbedarf. Dieses Missverhältnis wird durch Tachykardie und hypertensive Blut-

druckwerte noch weiter verstärkt.
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Wie in Kapitel 2.2.2 geschildert wurde, konnten PFC-Lösungen in Tiermodellen zeigen, dass

sie in der Lage sind, die Schäden durch Ischämie und Reperfusion am Myokard zu reduzieren.

Da der Sauerstoff in der PFC-Lösung physikalisch gelöst ist, wird eine ausreichende Sättigung

erst bei einer FiO2 von 0,5 bis 1,0 erreicht. Diese Eigenschaft stellt ein großes Anwendungs-

hindernis für PFC bei nicht intubierten, spontan atmenden Patienten dar. Wie oben erwähnt,

zeichnet sich HBOC dadurch aus, dass es auch unter Atmung von Raumluft (21% O2) zu ei-

ner nachweisbar besseren Abgabe von Sauerstoff im Gewebe kommt [191] und nur eine relativ

geringe Dosis (0,4 g/kg) zu einer Erhöhung des Gewebs-pO2 führt [186].

Zahlreiche klinische Studien konnten die prognostische Bedeutung perioperativer Myokard-

ischämien nachweisen [48, 105, 119]. MANGANO et al. konnten in einer Studie zur peri-

operativen kardialen Morbidität und Mortalität bei 474 nicht-kardiochirurgischen Patienten

mit nachgewiesener koronarer Herzkrankheit zeigen, dass bei 18% dieser Patienten in der

postoperativen Phase kardiale Komplikationen wie Herzinsuffizienz, instabile Angina pecto-

ris, ventrikuläre Tachykardie, Myokardinfarkt oder plötzlicher Herztod auftraten [119]. 20%

der Myokardischämien traten präoperativ auf, 25% intraoperativ und 41% nach Abschluss

der Operation.

Unmittelbar nach der Operation aufgetretene Myokardischämien erhöhen das Risiko kurz-

fristig nachfolgender ischämischer Komplikationen wie Angina pectoris, Myokardinfarkt oder

akutem Herztod um mehr als das 9-fache. In der Langzeitprognose über 2 Jahre zeigte sich,

dass kardiale Komplikationen mehr als doppelt so häufig auftraten, wenn perioperative Myo-

kardischämien detektiert wurden [119]. BÖTTIGER wies in einer Übersichtsarbeit darauf hin,

dass die schwersten myokardialen Ischämien am Ende des chirurgischen Eingriffs bzw. bei der

Ausleitung der Narkose auftraten [12]. 90% der postoperativen Ischämien verlaufen klinisch

stumm [219].

Die Besonderheit der perioperativen Herzinfarkte liegt in der gewissen Vorhersagbarkeit ihres

Auftretens, die damit im Gegensatz zum spontanen, im Alltag auftretenden Myokardinfarkt

einen guten präventiven Ansatzpunkt bietet. Viele Operationen von Patienten, die auf Grund

ihrer kardialen Vorerkrankung als Hochrisikopatienten eingestuft sind, werden elektiv durch-

geführt und bieten sich daher für prophylaktische Interventionen an. Die präoperative Gabe

von HBOC oder anderen künstlichen Sauerstoffträgern ist somit ein neuartiger Ansatz zur

perioperativen kardialen Risikoreduktion [136]. Alternativ oder zusätzlich zur inzwischen weit

verbreiteten β-Blockade bei kardialen Hochrisikopatienten [3, 120, 145, 206] könnte HBOC

über einen völlig anderen Wirkungsmechanismus das Risiko perioperativer Myokardischämien

bzw. deren Folgen reduzieren.
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Die vorliegende tierexperimentelle Untersuchung zu den Auswirkungen einer prophylaktischen

sowie einer therapeutischen Applikation von HBOC-200 bei Okklusion der linken Koronar-

arterie mit nachfolgender Reperfusion stellt vor dem geschilderten Hintergrund möglicherweise

einen weiteren Schritt in Richtung einer innovativen klinischen Behandlungsstrategie dar.

2.4 Studien mit HBOC-200/HBOC-201

Die in früheren Studien mit Hämoglobinlösungen gefundenen Nebenwirkungen wie Nie-

renschäden, aktivierter intravasaler Gerinnung, Fieber oder hämodynamischen Komplikatio-

nen (siehe 2.2.1) und daraus resultierender Bedenken konnten durch die chemische Modifika-

tionen moderner Lösungen reduziert werden. In Versuchen am Tier [77, 186, 187, 188] und

am Menschen [13, 113, 189, 190] mit HBOC-200 und HBOC-201 (Hemopure, Oxyglobin R©;

Biopure R© Cambridge USA) wurden erheblich weniger Nebenwirkungen beobachtet. We-

der in Tierversuchen mit komplettem Blutaustausch durch eine ultragereinigte bovine

Hämoglobinlösung [113, 187] noch im Rahmen klinischer Studien bei Patienten, die sich einer

Leberteilresektion [190] unterzogen, konnten nephrotoxische oder Gerinnungsstörungen durch

diese Substanz nachgewiesen werden. In derselben Studie und einer anschließenden Phase-III-

Studie konnte gezeigt werden, dass eine klinisch relevante Methämoglobinbildung weder bei

einfacher noch bei mehrfacher (bis zu 7 Einheiten à 250 ml HBOC-201) Transfusion auftrat

[190].

Hämodynamisch zeigte sich jedoch eine Erhöhung des mittleren arteriellen Blutdrucks,

der bei konstantem pulmonalvaskulären Druck auf eine Erhöhung des systemischen

Gefäßwiderstandes um etwa 20% zurückzuführen ist [188]. Die pathophysiologischen Grundla-

gen konnten noch nicht endgültig geklärt werden; NO-Scavenging [122], also die Bindung und

damit Inaktivierung des Vasodilatators NO an das Hämoglobin, wird neben anderen Faktoren

[172] als Hauptursache gesehen.

In unterschiedlichen Tiermodellen konnte bewiesen werden, dass HBOC-Lösungen die Gewe-

beoxygenierung verbessern [77, 78, 79, 186, 188]. So lagen die Gewebs-O2-Partialdrücke (tpO2)

im Skelettmuskel eines Hundes nach komplettem Blutaustausch mit HBOC-201 höher als in

der mit Hydroxyethylstärke (HES) behandelten Vergleichsgruppe und insbesondere höher als

in der Ausgangsmessung [188]. Dabei konnte für HBOC-201 eine Oxygenierungspotenz von

3:1 im Vergleich zu Warmblut und drei Wochen alten autologen Erythrozytenkonzentraten

(EK) errechnet werden [186, 191]. Es zeigte sich, dass extrem niedrige tpO2-Werte durch

HBOC schneller und effektiver behandelt werden können als durch EK. In einer anderen
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Studie am Hund mit einer 95%-igen Stenose der A.poplitea zeigte sich im nachgeschalte-

ten Muskel sowohl bei prophylaktischer als auch bei therapeutischer Gabe von HBOC ein

wesentlich höherer tpO2-Wert als in der Kontrollgruppe (HES) [77, 78].

Weitere positive Wirkungen konnten für HBOC-201 im Rahmen eines kardialen Stenose-

modells am Hund mit 90%-iger Stenose des Ramus interventricularis anterior (LAD) in

Kombination mit einer akuten isovolämischen Anämie (Hb = 7± 0,5 g/dl) gezeigt werden

[10, 17]. Sowohl die myokardiale Sauerstoffspannung als auch die Kontraktilität konnten im

Versorgungsgebiet der LAD aufrechterhalten werden. Zusätzlich waren die histologischen Ge-

websschäden und die DNA-Einzelstrangbrüche im ischämischen Areal vermindert. Durch die

therapeutische Applikation von HBOC wurden die Werte des myokardialen tpO2 und der

Kontraktilität des linken Ventrikels im poststenotischen Areal fast bis auf die Ausgangswerte

angehoben.

In einer Studie am Ratten-Modell konnte durch eine frühe und protrahierte Applikation von

HBOC-201 eine signifikante Reduktion von Nekrosen und eine Verbesserung der histologisch

verifizierten Organintegrität und Funktion nach einer medikamenteninduzierten Pankreatitis

nachgewiesen werden [197]. In einer Studie am Schwein mit ebenfalls medikamenteninduzierter

Pankreatitis wurde zum ersten Mal nachgewiesen, dass die therapeutische Applikation von

HBOC-200 in Kombination mit einer isovolämischen Hämodilution den tpO2 auf Ausgangs-

niveau anheben kann. Die Kontrollgruppen mit Hämodilution durch HES oder Ringerlösung

waren in dieser Hinsicht nicht erfolgreich [53]. In diesem Experiment zeigten sich signifikant

geringere histopathologische Veränderungen, geringere Anstiege der Pankreasenzyme und eine

höhere Überlebensrate der HBOC Gruppe im Vergleich zur Therapie mit Ringerlösung.

In einem kardialen Ischämie/Reperfusionsmodell mit 25 Minuten Ischämie und 120-minütiger

Reperfusion an der Ratte konnte durch eine prophylaktische Applikation von HBOC-200 eine

signifikante Reduktion der Infarktgröße innerhalb der ”area at risk“ im Vergleich mit der

Kontrollgruppe erreicht werden. Die therapeutische Applikation in der gleichen Dosierung

zehn Minuten nach Ligatur konnte keinen Unterschied zur Kontrollgruppe zeigen. Darüber

hinaus war die Schwere der Herzrhythmusstörungen während der Ischämie erniedrigt [18, 19,

154].

Eine neue Untersuchung mit HBOC-201 im Ischämie/Reperfusionsmodell am Hund mit 90-

minütiger Ischämie und 270-minütiger Reperfusion ergab für die Behandlungsgruppe mit

prophylaktischer HBOC-Gabe eine signifikante Reduktion der Infarktfläche im Vergleich zur

Positiv-Kontrollgruppe [24]. In dieser Untersuchung, in der eine deutlich höhere HBOC-

Dosierung gewählt wurde (10% des Blutvolumens) als in der vorliegenden Studie, zeigte
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sich in der histologischen Aufarbeitung eine signifikant geringere Leukozyteninfiltration in

das ischämische Gebiet in der Prophylaxe-Gruppe, während die mittels radioaktiv-markierter

Mikrosphären bestimmte regionale Perfusionsverteilung als Maß für die Ausprägung des ”no-

reflow“-Phänomens keine Unterschiede ergab.

2.5 Das
”
no-reflow“-Phänomen

2.5.1 Definition und Auftreten des
”
no-reflow“-Phänomens

Infolge hinreichend lang anhaltender Ischämie und anschließender Reperfusion kann es zu einer

ausgeprägten, teils irreversiblen Mikroperfusionsstörung kommen. Dieses Phänomen wurde

erstmals von AMES et al. 1968 am Gehirn beschrieben [4], jedoch gelang es vielen Autoren,

diesen Prozess auch an anderen Organen zu beobachten [95, 117, 134, 152, 156, 198]. Für diese

charakteristische pathophysiologische Störung wurde der Begriff des “no-reflow“-Phänomens

geprägt. Synonym wird auch der Begriff Reperfusionsversagen verwendet.

Dieses Reperfusionsversagen führt trotz Wiederherstellung eines globalen Blutflusses zu ei-

ner Mikroperfusionsstörung, in deren Folge es bei längerem Bestehen zum Untergang von

bei Beendigung der Ischämie primär noch lebensfähiger Zellen kommt. Dieser Reperfusions-

schaden tritt, und das ist eine Kernbedingung, trotz konstanter und ausreichend stabiler

makrohämodynamischer Parameter auf.

In der Medizin kann das ”no-reflow“-Phänomen in allen Bereichen beobachtet werden, in

denen es zu einem temporären Stop der Durchblutung mit anschließendem Wiedereinsetzen

des Blutflusses kommt [39]:

• In der Gefäßchirurgie nach embolischem oder traumatischem Gefäßverschluss mit an-

schließender Rekanalisation, zum Beispiel durch Angioplastie, Anastomosierung oder

Bypassoperation

• In der Kardiologie nach PTCA

• In der Transplantationsmedizin, zum Teil als Abstoßungsreaktion imponierend

• In der Herzchirurgie nach aortocoronarer- Bypassoperation

Insbesondere der Rolle, die das ”no-reflow“-Phänomen nach interventioneller Wiedereröffnung

eines Koronargefäßes durch PTCA oder Thrombolyse spielt, wurde in den letzten Jahren

ein erhöhter Stellenwert zugesprochen [83, 151, 165]. So beschreiben ITO et al. 1992 die
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Tatsache, dass trotz Eröffnung eines verschlossenen Koronargefäßes, in dieser Studie durch

Thrombolyse, in einem Viertel der Fälle keine ausreichende Mikroperfusion entsteht und

damit sowohl die globale wie lokale linksventrikuläre Funktion eingeschränkt bleibt [83]. In

einer retrospektiven Studie an Patienten mit einem akuten Herzinfarkt, die nach einer PTCA

einen ungehinderten epikardialen Fluss (TIMI 3) zeigten, wurde bei 24% der Patienten ein

Reperfusionsschaden gefunden. Dieser zeigte sich in Form einer Reduktion der vorherigen

ST-Streckenhebung nur um bis zu 50% [165]. Als Ursache für das Auftreten des ”no-reflow“-

Phänomens beschrieben die Autoren einen Zeitverzug vom Auftreten der Symptome bis zum

Beginn der Intervention sowie signifikant erhöhte Entzündungswerte (Leukozytenzahl und

C-reaktives Protein (CRP)).

2.5.2 Pathophysiologische Ursachen des
”
no-reflow“-Phänomens

Zu den Mechanismen, die das Reperfusionsversagen auslösen, gehören Leukozyten-”rolling“,

”-sticking“ und ”-plugging“, freie Sauerstoffradikale, Endothelzellschwellung und Verlust der

Interzellularkontakte mit Austritt von Erythrozyten, Fibrin- und Thrombozytengerinnsel so-

wie Gewebsödem mit Schwellung der umliegenden Myozyten (siehe Abbildung 2.3).

Kapillarlumen

Endothel-Blebs Thrombozyten

Leukozytenaggregat
(Freisetzung von Sauerstoffradikalen)

Subsarcolemmaler Bleb

Erythrozyten-
„Geldrolle“

Endothelzell-
schwellung 
(Ödem)

Endothellücke mit 
Erythrozyten-Extravasaten Fibringerinnsel Myozytenschwel-

lung (Ödem)

Mikroemboli

Abbildung 2.3: Schematischer Überblick über die verschiedenen, das ”no-reflow“-Phänomen

auslösenden Faktoren (aus Reffelmann/Kloner[152])

2.5.2.1 Leukozyten

Eine entscheidene Rolle für die Entstehung und die Folgen des Reperfusionsschadens spielen

die Leukozyten. Die Leukozyten akkumulieren bereits bei niedrigem Fluss [159] im Kapil-
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larbett, um ihrer eigentlichen Aufgabe im post-ischämischen Gewebe, der Elimination der

Schadstoffe, nachzukommen [199]. Nach GO et al. sollen sie für einen großen Teil des ”no-

reflow“-Phänomens verantwortlich sein [58]. Bedingt durch ihre Größe und geringe Verform-

barkeit können die Leukozyten das Kapillarbett nur langsam passieren [155]. Die im Rahmen

des ”no-reflow“-Phänomen geschwollenen Endothelien verstärken die physiologische Neigung

der Leukozyten zur Adhäsion am Endothel. Dieses kann bis zur Verstopfung der Gefäßbahn

(”plugging“) gehen [147].

Verstärkend auf die Adhäsionseigenschaften der Leukozyten im Rahmen der Ischämie wirken

die Stase, die Aktivierung sowie die Hypoxie selber [147, 155]. Die Endothel-Leukozyten-

Interaktion spielt im Rahmen des Reperfusionsschadens eine wichtige Rolle, bei der spezifische

Stadien mit spezifischen pathophysiologischen Folgen ablaufen [152]. Als erstes Stadium wird

das ”rolling“ bezeichnet. Hierunter versteht man das langsame Rollen der Leukozyten entlang

der Gefäßwand. Das L-Selektin der Leukozyten und das P-Selektin der Endothelien vermitteln

diesen Prozess [37, 104, 126]. Die Bildung von P-Selektin wird durch entzündliche Reize

wie Histamin, Thrombin oder reaktive Sauerstoffradikale induziert [37]. Im Gegensatz dazu

ist L-Selektin ständig präsent [193], jedoch steigt seine Konzentration im reperfundierten

Gewebe und fällt nach Aktivierung der Leukozyten wieder ab [104, 126]. Auch E-Selektin wird

während der Ischämie vermehrt exprimiert, später sinkt sein Gehalt wieder. Es konnte gezeigt

werden, dass eine Blockade dieser Selektine den Reperfusionsschaden vermindert [193]. Ebenso

zeigte sich eine zeitliche Zunahme der Leukozytenfraktion, die am ”rolling“ teilnahm, durch

die Aktivierung von Adhäsionsrezeptoren [126]. Auf molekularer Ebene konnte nachgewiesen

werden, dass die Adhäsion, auch als ”sticking“ bezeichnet, über die Glykoproteine CD-18 und

CD-11b der Leukozytenmembran und das interzelluläre Adhäsionsmolekül-1 (ICAM-1) am

Endothel vermittelt wird [41, 89, 102].

Die am Endothel haftenden aktivierten Leukozyten schütten nun ihrerseits Mediatoren und

Zytokine, die vasokonstriktiven Leukotriene, Thromboxane und Serotonin aus [41]. Auch freie

Sauerstoffradikale werden freigesetzt, diese können unter anderem durch Aktivierung von

Transkriptionsfaktoren NF-κB die Bildung der ICAM-1 Moleküle induzieren [43]. Nun kommt

es zur ”Margination“, also dem Verlassen der Gefäßbahn und Wanderung in das Interstitium

durch die Leukozyten. Dort induzieren sie eine Entzündungsreaktion und aktivieren weitere

immunkompetente Zellen wie Makrophagen und Mastzellen. Auf diese Weise wird die Barrie-

refunktion des Endothels gestört [104].
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2.5.2.2 Freie Sauerstoffradikale

Die Entstehung freier Sauerstoffradikale im Rahmen des ”no-reflow“-Phänomens wird durch

unterschiedliche Enzyme der Leukozyten, Monozyten oder des Gewebes vermittelt. In der

Tabelle 2.1 sind die verschiedenen Enzyme, Enzymsysteme und das dabei entstehende Radikal

aufgelistet.

Superoxidradikal O2
− mitochondriale Atmungskette, vor allem zu Beginn der Re-

perfusion mit Überangebot an Sauerstoff und erhöhter Stoff-

wechselleistung durch Katecholamine, Arachidonsäuren und

Purine

NADPH− Oxidase (Phagozyten)

Xanthinoxidase des post-ischämischen mikrovaskulären

Endothels

Monoaminooxidase

Cycloxygenase, Lipoxigenase (Gefäßwand, Thrombozyten,

Leukozyten)

Wasserstoffperoxid H2O2 Superoxiddismutase; Xanthinoxidase; NO-Synthetase

Hydroxylradikal OH Cu, Fe und hämoproteinkatalysierte Bildung aus O2
− und

H2O2

Stickoxid NO (auch leicht an-

tioxidativ)

NO- Synthetase (Gefäßendothel, Phagozyten, glatte

Gefäßmuskulatur, neuronales Gewebe)

Tabelle 2.1: Radikalentstehung nach Becker et al. [11]

Im Anschluss an Ischämie und Reperfusion kommt es als so genannter ”oxidative burst“ zur

Radikalbildung. Zu Beginn entsteht Superoxid, und daraus dann H2O2, OH− und HOCL−

[11, 143]. Im Herzen gilt die Xanthinoxidase als eines der wichtigsten an der Radikalbildung

beteiligten Enzyme. Sie steht im Gleichgewicht mit der Xanthinhydrogenase und wird im

Rahmen einer Ischämie vermehrt gebildet [143]. Nach DUILIO et al. nimmt die Xanthinoxi-

dase im Besonderen bei nur kurzer Ischämie eine wichtige Rolle ein, während bei prolongierter

Ischämie die Leukozyten wichtiger für die Entstehung der Radikale sind [38]. So zeigte sich,

dass durch Blockierung der CD-18 Glykoproteine der Leukozytenmembran eine signifikant

geringere Radikalbildung nach 90 Minuten Ischämie erreicht werden kann.

Die körpereigenen Schutzmechanismen durch Enzymsyteme (Superoxiddismutase, Katalase,

Glutathionperoxidase) und Antioxidanzien (Tocopherol, ß-Carotin, Ascorbinsäure, Coeru-

21



loplasmin, Transferrin, Katecholamine, Methionin, reduziertes Glutathion, N-Acetylzystein

und andere SH-Verbindungen) werden durch die post-ischämisch anfallenden Radikale schnell

erschöpft [11]. Auch NO hat neben anderen sehr günstigen Eigenschaften ein mäßiges anti-

oxidatives Potential [11], NO-Mangel führt über die NO-Synthetase zu erhöhter Superoxid-

konzentration.

Die Entstehung der Radikalen bewirkt im Gewebe Schmerzen, Schädigung der Zellmembran

durch Lipidperoxidation, Hyaluronsäureabbau und intrazellulärer Kollagenerniedrigung [212].

Letztendlich kommt es auch zum Gewebeuntergang [126, 143] durch Verlust der Zellintegrität.

Durch Endothelschädigung kommt es über gesteigerte Gefäßpermeabilität und Proteinextra-

vasion zur Ausbildung eines Ödems [57, 117, 198]. Die geschädigte Kapillarwand fördert ihrer-

seits nun die Adhäsion von Leukozyten und Thrombozyten mit weiterer Freisetzung von proin-

flammatorischen Substanzen wie Zytokinen, Leukotrienen und dem platelet-activating-factor

(PAF) [99, 126]. Zusätzlich fördern freie Radikale direkt die Bildung der Adhäsionsmoleküle

wie ICAM-1 [43] und wirken vasokonstriktorisch auf die Gefäßmuskulatur [71]. Ebenfalls

gefäßverengend wirkt die Inaktivierung des endothelium derived relaxing factor (EDRF) NO

durch O2
−.

2.5.2.3 Endothel und Vasoregulation

Ausgelöst durch eine Ischämie kommt es im Kapillarbett zum Flussstop mit Verlust der

Volumenregulationsfähigkeit. Dieses geht einher mit perivaskulärer und endothelialer Schwel-

lung [70], die eine Kompression der kleinen Arteriolen auslöst und zu einer Einengung des

kapillär durchflossenen Lumens führt [142]. Es folgen Schäden der Intima und der Endothel-

zelle, die bei der Reperfusion auftreten. Mikroskopisch zeigen sich gesunde und pathologisch

veränderte Gefäße mosaikartig im Gewebe verteilt [70]. Dieses Muster lässt vermuten, dass

die Endothelzellen dort geschädigt werden, wo sich Leukozyten anlagern [142].

Elektronenmikroskopisch stellen sich die Endothelzellen schon zu Beginn der Reperfusion

verdickt und die Basalmembran verbreitert dar [70, 199]. Ursache dafür könnte eine Ionen-

verschiebung durch Versagen der NA+/K+-Pumpe [127] oder die Einpressung von Plasma

in die Zellen mit nachfolgender intravasaler Hämokonzentration sein [199]. Dies trägt wei-

ter zur verminderten Perfusion bei [127]. Eine intrazelluläre Blasenbildung mit Vakuolen mit

plasmatischem Inhalt führt durch Vorwölbung ins Lumen zu einer weiteren Flussbehinderung

[70].
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Des Weiteren kommt es zum Auseinanderweichen der interendothelialen Zellkontakte [70]

bis hin zum Ablösen benachbarter Zellen [199]. Ursächlich für das Auseinanderweichen der

Zell-Zell-Kontakte sollen Azidose [93], Calciumüberlastung [36] und Ansammlung von Lipid-

Metaboliten [215] sein. Durch diese Lücken in der Gefäßwand können nun Wasser, was-

serlösliche Moleküle [70] und sogar Erythrozyten die Gefäße verlassen [40]. Eine entscheidende

Rolle wird den dissoziierenden Gap Junctions auch auf Grund der damit verbundenen elektri-

schen Instabilität in der Genese von Ischämie-induzierten ventrikulären Rhythmusstörungen

zugeschrieben [35, 72].

Im gesunden Gefäßbett besteht ein Gleichgewicht zwischen vasodilatativen Substanzen,

hauptsächlich NO und Prostacyclinen und vasokonstriktiven Katecholaminen wie Norad-

renalin und Adrenalin. Die post-ischämisch geschädigten Endothelien zeigen eine geringere

Produktion und Freisetzung des EDRF bzw. seiner aktiven Komponente NO [209]. In die-

ser Situation ist jedoch die Konzentration der vasokonstriktiven Substanzen noch zusätzlich

deutlich erhöht. Gemeinsam bewirkt dies eine stark ausgeprägte Vasokonstriktion [71].

Das Zusammenspiel und die gegenseitige Beeinflussung der verschiedenen Faktoren, die das

Kapillarbett schädigen, kann der Abbildung 2.4 entnommen werden.

23



Verschluss eines Koronargefäßes

Reperfusion

Reperfusionsschaden

Nekrose der 
Herzmuskelzellen

Leukozyten bilden 
freie Radikale

Gewebsentzündung

Freisetzung von Zytokinen 
und Mediatoren, Aktivierung 
von Komplementfaktoren und 

Adhäsionsrezeptoren 

Endothelschaden

Spasmus der 
Gefäßmuskulatur

Kapillargefäßobstruktion

Thrombozyten und 
Fibrin Mikroemboli

Kapillargefäß-
dysfunktion 

Abbildung 2.4: Pathophysiologie der Kapillargefäßdysfunktion nach ROE et al. [161]

2.5.2.4 Mikrothromben und aktivierte intravasale Gerinnung

Durch die Unterbrechung des Blutflusses während der Ischämie kommt es zur Aggregatbildung

durch die Thrombozyten [70, 125, 127, 142, 147], die als Mikrothromben die Reperfusion

behindern können. Insbesondere in der frühen Phase spielt die Flussbehinderung durch die

Thrombozytengerinnsel eine Rolle [130]. Es wird auch vermutet, dass die Erythrozyten sich

in Form von ”Geldrollen“ in der Gefäßbahn aneinander lagern [152, 156] und auf diese Weise

den Fluss behindern.

Durch Endothelverletzung kommt es zur Aktivierung der Gerinnungskaskade, unter ande-

rem über den von-Willebrand-Faktor (vWF) [62]. Im Rahmen des ”no-reflow“-Phänomens

sind auch die freien Sauerstoffradikale für die Synthetisierung und Ausschüttung des vWF in

den Endothelzellen verantwortlich [61]. Zusätzlich zum neusynthetisierten vWF gibt es einen

Anteil, der ständig in den Endothelien präsent ist und während der Ischämie bzw. durch Ver-

letzung der Intima freigesetzt wird [2, 62]. Durch Blockade der Aktivierung des vWFs kann
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der Reperfusionsschaden verringert werden [62]. Auch durch die Hemmung der Glykoprote-

in IIb/IIIa vermittelten Thrombozytenaggregation kann der Reperfusionsschaden verringert

werden [103].

Die thrombozytären P-Selektine können die Bildung von Leukozyten- und Thrombozyten-

aggregaten auslösen [104]. Auch der platelet-activating factor (PAF) kann die Aggregatbil-

dung fördern [60]. Thrombozyten ihrerseits können über die Ausschüttung folgender Substan-

zen Einfluss auf die Leukozyten nehmen: Thromboxan A2, PDGF, Serotonin, Proteasen und

Adenosinphosphate [103, 152]. Durch die vasoaktiven Substanzen wird eine weitere Vasokon-

striktion erreicht [103].

Das negative Zusammenwirken der verschiedenen, das ”no-reflow“-Phänomen auslösenden

Faktoren kann hierbei zusätzlich beobachtet werden, da NO die Thrombozytenaktivierung

hemmen kann [149]. Wie aber schon weiter oben beschrieben, wird im post-ischämisch

geschädigten Gewebe weniger NO produziert und damit letztlich auch die Thrombozyten-

aktivierung verstärkt.

2.6 Das Auftreten Ischämie-induzierter ventrikulärer

Arrhythmien

Frühe Ischämie-induzierte ventrikuläre Arrhythmien treten typischerweise in zwei verschie-

denen Phasen während der ersten Stunde auf [35, 87]. Die in den ersten 2 bis 10 Minuten

(1A-Phase) auftretenden Arrhythmien werden durch regionale Hyperkaliämie, Azidose und

Katecholamine ausgelöst [160, 210, 211]. Vornehmlich die ausgeprägte Hyperkaliämie führt

zu diesen frühen Reentry-Arrhythmien [87, 140, 160]. Die ab 12 bis 30 Minuten nach Beginn

des Infarktes auftretenden Phase-1B Arrhythmien sind mit der elektrischen Instabilität durch

das Auseinanderweichen der Gap Junctions assoziiert [35, 178]. Für das Auftreten der Phase-

1 Arrhythmien konnte ein direkter Zusammenhang zwischen der Größe der ”area at risk“

und dem Auftreten von arrhythmischen Ereignissen mit einer optimalen ”area at risk“-Größe

zwischen 30 und 50% gefunden werden [28].

Das autonome Nervensystem beeinflusst die Entstehung der späten, ca. 90 Minuten bis 9

Stunden nach dem Infarkt auftretenden Phase-2 Arrhythmien, da in Versuchen an denervier-

ten und ”in vitro“-präparierten Herzen keine Phase-2 Arrhythmien auftraten [27, 28]. Diese

spät auftretenden Phase-2 Arrhythmien spielten in unserem Versuch mit nur 30-minütiger
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Ischämie keine Rolle. Deswegen soll an dieser Stelle auf die Entstehung der Phase-1A und 1B

Arrhythmien eingegangen werden.

Während der ersten Minuten der Ischämie kommt es zu metabolischen Veränderungen im

Myokard in Form von ATP-Abbau, Ansammlung von ADP und, als Folge der anaeroben

Glykolyse, von Laktat [21, 28]. Dieses führt zur Azidose. Elektrophysiologisch kommt es zur

Depolarisation des Membranpotentials und damit zur extrazellulären Anhäufung von Kali-

um [87]. Diese erhöhte Kalium-Konzentration verläuft typischerweise triphasisch, zu Beginn

ein starker Anstieg, dann ein Plateau und etwa 30 Minuten nach Einsetzen der Ischämie ein

Abfall der Kalium-Konzentration. Dieses entspricht dem Zeitraum, in dem auch die Phase-1

Arrhythmien auftreten [28, 75]. Die Erhöhung des Membranpotentials erniedrigt die Amplitu-

de und die Geschwindigkeit des Aktionspotentials (AP) und verlängert dadurch die AP-Dauer

[23, 28, 87], wahrscheinlich als Folge der Inaktivierung des Natrium-Kanals.

Zusätzlich kommt es während der ersten halben Stunde zu einer intrazellulären Ansammlung

unter anderem von Katecholaminen, Elektrolyten, freien Sauerstoffradikalen, Stoffwechsel-

produkten und pro-inflammatorischen Mediatoren [28]. Viele von diesen besitzen ebenfalls

arrhythmogenes Potential, so beispielsweise PAF [9], Katecholamine [27], Natrium [140], Ka-

lium [87]. Auch eine höhere Herzfrequenz geht mit einem arrhythmogenen Potential einher

[140]. OPITZ et al. beschreiben eine kurze Pause zwischen dem Auftreten der 1A-Phase und

1B-Phase Arrhythmien [140]. Reentry-Erregungen in der Grenzzone zwischen ischämischem

und durchblutetem Myokard sollen Hauptursache des Auftretens der 1A-Arrhythmien sein

[21, 86, 87, 178]. Es kommt dabei zu kreisenden Erregungen, ausgelöst durch die langsame De-

polarisation, und verzögerte Erregungsrückbildung speziell im ischämischen subepikardialen

Gewebe [21, 87]. Wenn nun diese langsam kreisende Erregung in einzelne kleine Erregungs-

zirkel um einzelne nicht erregbare Bezirke zerfällt, kann daraus Kammerflimmern entstehen

[87]. Diese Gefahr ist größer bei höherer Herzfrequenz und sympathischer Aktivierung [21],

durch β-Blockade kann hier protektiv eingegriffen werden.

Zu den pathophysiologischen Ursachen der Phase-1B Arrhythmien gehören neben dem schon

oben beschriebenen Verlust der Gap Junctions [35, 72, 178] der mechanische Dehnungsreiz

[30], die intrazellulär erhöhte Calcium-Konzentration [21] und die Freisetzung von Katecho-

laminen [171]. In einer Studie mit dem Antiarrhythmikum Rogaptide, das stabilisierend auf

die Gap Junctions wirkt, zeigte sich eine signifikante Reduktion ventrikulärer Arrhythmien

und der Infarktgröße [72].
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3 Material und Methodik

3.1 Tierschutz

Der Tierversuch wurde auf der 1996 veröffentlichten Grundlage des ”Guide for the Care and

Use of Laboratory Animal“ des National Research Councils, Institute of Laboratory Animal

Resources, Commission on Life Science durchgeführt [133]. Nach Begutachtung durch die

Kommission wurde von der Behörde für Arbeit, Gesundheit und Soziales (BAGS) der Freien

und Hansestadt Hamburg eine Genehmigung für diese Versuchsreihe erteilt (Antragsnummer

36/03).

3.2 Statistik und Fallzahlberechnung

Ziel der Untersuchung war es zu überprüfen, ob eine prophylaktische und/oder therapeutische

Applikation von HBOC-200 die Ausprägung von Arealen mit aufgehobener Perfusion (”no-

reflow“-Areale) in der ”area at risk“ im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe nach

2-minütiger oder 240-minütiger Reperfusionszeit reduziert.

Als Grundlage für die Fallzahlberechnung diente das Hauptzielkriterium der Untersuchung.

Hierbei wurde die Hypothese aufgestellt, dass die prophylaktische oder die therapeutische

Applikation von HBOC-200 die Ausprägung von Arealen mit aufgehobener Perfusion (”no-

reflow“-Areale), dargestellt durch ”in vivo“-Färbung mittels Thioflavin-S in der ”area at risk“,

demarkiert durch ”in vivo“-Färbung mit Patentblau, um mindestens 25% reduziert. Als Ver-

gleichsgruppe diente die Kontrollgruppe, bei der eine Koronarokklusion ohne Applikation von

HBOC-200 durchgeführt wurde. Als Grundlage für diese Hypothese diente ein vorausgegan-

gener Tierversuch an der Ratte, an dem die prophylaktische HBOC-200 Applikation zu einer

entsprechenden Reduktion des Infarktareals führte [18, 19].

Die Berechnung der jeweiligen Gruppengröße erfolgte computergestützt mit dem Programm

Instat (Graphpad Corp., CA, USA). Unter der Annahme eines α-Fehlers von 0,05 sowie
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eines β-Fehlers von 0,2 ergibt sich eine Power von 0,8, und es resultiert, bezogen auf den

Hauptzielparameter, eine notwendige Gruppengröße von 8 Tieren, die den Versuch bis zum

Ende durchlaufen müssen.

Aus Gründen des Tierschutzes wurde durch eine blockweise Randomisierung von jeweils 8

Tieren und eine Zwischenauswertung der Ergebnisse nach jeweils 8 Tieren der Versuch unter-

nommen, die Anzahl der für den Versuch benötigten Tiere möglichst gering zu halten. Würde

diese Zwischenanalyse ein Signifikanzniveau von <0,05 bezogen auf den Hauptzielparameter

zwischen den Behandlungsgruppen und der Kontrollgruppe ergeben, wäre der Versuch zu

diesem Zeitpunkt beendet worden.

Die statistische Auswertung erfolgte computergestützt mittels SPSS 9,0. Kontinuierliche, wie-

derholte Parameter (wie Hämodynamik, Blutgasanalysen, Hämoglobinwerte) wurden mittels

ANOVA mit α-Korrektur für Messwertwiederholung (Bonferroni) verglichen. Die Analyse der

Gewebeareale erfolgte mittels zweiseitigem t-Test für unverbundene Stichproben zwischen

den Gruppen. Die post-hoc Testung erfolgte mittels zweiseitigem Dunett’s Test, wobei die

Positiv-Kontrollgruppe als Referenzgruppe herangezogen wurde. Bei fehlender Normalvertei-

lung erfolgte die Testung mittels Mann-Whitney U-Test (unverbundene Stichproben) bzw.

Wilcoxon-Test (verbundene Stichproben). Ein p<0,05 wurde als signifikant angenommen.

3.3 Operativer Versuchsablauf

3.3.1 Versuchsgruppen

Der vorliegende kardiale Reperfusions/Ischämieversuch untergliedert sich in zwei Versuchs-

abschnitte. Im ersten Versuchsteil wurden die Tiere nach Durchführung einer 30-minütigen

Koronarligatur einer nur 2-minütigen Reperfusionszeit unterzogen, wogegen bei den Tieren

des zweiten Versuchsteils eine 240-minütige Reperfusionszeit durchgeführt wurde.

Die Randomisierung beider Gruppen erfolgte in jeweils vier Gruppen. Die Gruppen 1 und

5 beinhalten die Negativ-Kontrolltiere. Die Gruppen 2 und 6 entsprechen den nur mit NaCl

behandelten Positiv-Kontrollgruppen. Die Tiere, die mit HBOC-200 zehn Minuten nach der

Ligatur behandelt wurden, haben die Gruppennummern 3 und 7. Die 15 Minuten vor Li-

gatur mit HBOC-200 behandelten Tiere sind den Gruppen 4 und 8 zugeordnet. Die Grup-

pen 1 bis 4 enthalten die Versuchstiere der langen Reperfusionszeit. Die Tiere der Negativ-

Kontrollgruppe erhielten nach Durchführung der Thorakotomie weder eine Koronarligatur
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noch eine HBOC-200 Applikation. Das Schema des Versuchsablaufs in den jeweiligen Thera-

piegruppen ist in Tabelle 3.1 dargestellt.

3.3.2 Versuchstiere

3.3.2.1 Art

Bei den Versuchstieren handelte es sich um Kaninchen (New Zealand White Rabbits; 2,0 -

3,5 kg), die wir über die Versuchstierhaltung des Universitätsklinikums Hamburg Eppendorf

vom Züchter Charles River Wiga GmbH (Sulzfeld, Deutschland) bezogen haben.

3.3.2.2 Haltung

Die Kaninchen wurden vor Versuchsbeginn mindestens 5 Tage zur Gewöhnung in der Ver-

suchstierhaltung des Universitätsklinikums Hamburg Eppendorf bei einem 12-stündigen Hell-

Dunkel-Rhythmus und 50 - 60%-iger relativer Luftfeuchtigkeit gehalten. Die Ernährung be-

stand aus SNIFF Standarddiät und Wasser ad libitum. Der Transport in das Tierversuchsla-

bor der Klinik und Poliklinik für Anästhesiologie erfolgte unmittelbar vor Durchführung des

Versuches in einer gewärmten Transportbox.

3.3.3 Studienmedikation

In der vorliegenden Studie wurde die zellfreie ultragereinigte Hämoglobinlösung HBOC-200

Oxyglobin R© (Biopure, Cambridge, MA, USA) eingesetzt (Spezifikationen siehe Tabelle 3.1).

Diese Hämoglobinlösung hat bereits in den Vereinigten Staaten eine veterinärmedizinische Zu-

lassung als Blutersatz bei Tieren. Es handelt sich hierbei um einen ”hemoglobin-based oxygen

carrier“ (HBOC) boviner Herkunft. Die Hämoglobinmoleküle werden mit Hilfe von Glutaral-

dehyd polymerisiert, es entstehen Ketten, die aus durchschnittlich 15 Tetrameren bestehen.

Der Unterschied zum HBOC-201, das als Hemopure R© des gleichen Herstellers seit dem Jahr

2001 in Südafrika eine Zulassung mit der Indikation perioperativer Anämie beim erwachse-

nen Patienten hat, besteht in einem höheren Anteil von Molekülen mit einem niedrigeren

Molekulargewicht (MG<64000 Dalton).

Bovines und humanes Hämoglobin unterscheidet sich lediglich in 17 Aminosäuren (AS) in der

Alpha-Kette und 24 AS in der Beta-Kette. Die unterschiedlichen Aminosäuren liegen aber in

der Molekülstruktur jeweils so zentral, dass eine antigene Wirkung sehr unwahrscheinlich ist.
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Narkoseeinleitung / Präparation
(Tracheotomie/Beatmung, Venen-/Arterienkatheter, Thorakotomie)

Randomisierung

G1
Negativ

G2 
Positiv

G3 
Therapie

G4 
Prophylaxe

G5
Negativ

G6 
Positiv

G7 
Therapie

G8 
Prophylaxe

20 Minuten Stabilisierungsphase / Basiswerterhebung

NaCl NaCl NaCl HBOC NaCl NaCl NaCl HBOC

30 Minuten Ischämie 30 Minuten Ischämie

NaCl NaCl NaClHBOC NaCl NaCl NaClHBOC

240 Minuten Reperfusion 2 Minuten Reperfusion

Thioflavin-S Applikation, Zuzug der Ligatur, Patentblau Injektion

Exitus letalis durch KCl-Injektion

Herzentnahme, 2 mm Schnitte

Nebenzielkriterium:
Infarktareal

(TTC Färbung)

Hauptzielkriterium:
„No-reflow“-Areale

(Thioflavin-S Färbung)

Nebenzielkriterium:
Arrhythmien

(Lambeth Convention)

Abbildung 3.1: Modell der kardialen Ischämie und Reperfusion mit HBOC-200, Schema des Ver-

suchsablaufs
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Durch die um eine AS kürzere Beta-Kette ist allerdings die Abhängigkeit der Sauerstoffaffi-

nität des bovinen Hämoglobins von der Konzentration des 2,3-Diphosphoglycerat (2,3-DPG)

deutlich geringer. Die Sauerstoffaffinität des HBOC wird überwiegend durch Chlorid und nicht

durch 2,3-DPG reguliert, das bewirkt einen im Vergleich mit humanem Hämoglobin deutlich

erhöhten P50 von 36 mmHg und dadurch eine erleichterte Sauerstoffabgabe in der Peripherie.

Weiterhin ist der Bohr-Effekt besonders ausgeprägt, so dass insbesondere bei azidotischen

Verhältnissen leichter Sauerstoff abgegeben werden kann.

Oxyglobin R© hat nur einen sehr geringen Anteil an Molekülen mit einem Molekulargewicht

unterhalb der bei 32000 Dalton liegenden Nierenschwelle. Dadurch kommt es zu einer

verlängerten intravasalen Halbwertszeit, da nahezu keine renale Ausscheidung erfolgt. Gleich-

Parameter HBOC-200 (Oxyglobin R©)

KOD (mmHg) 17

Viskosität 37o (mPa x s) 1,3

pH 7,6-7,9

Osmolalität (mOsm/kg) 290-310

Natrium (mmol/l) 145-160

Kalium (mmol/l) 3,5-5,5

Chlorid (mmol/l) 105-120

Calcium (mmol/l) 0,5-1,5

Hämoglobin (g/dl) 12,0±1

p50 (mmHg) 36

Endotoxin (EU/ml) <0,02

Phospholipid (nM) <3

Polymerisiertes Hämoglobin

MGW > 500.000 (%) <15

MGW ca. 65.000 (%) <10

MGW 32.000 (%) <5

Freies Glutaraldehyd (µg/ml) <3,5

N-acetyl-L-cystein (%) <0,2

Partikel (Partikel/ml)

> 10µm <50

> 25µm <5

Tabelle 3.1: Spezifika des in der Versuchsreihe verwendeten HBOC-200 (Oxyglobin R©)
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zeitig wird dadurch der kolloid-osmotische Druck der Hämoglobinlösung auf einem, im

menschlichen Plasma herrschenden physiologischen Niveau gehalten. Durch einen niedrigen

Anteil an Polymeren über 500000 Dalton kommt es zu einer geringen Speicherung im Mo-

nozytär-Phagozytären-Systems (MPS) mit der möglichen Nebenwirkung immunsuppressiver

Effekte.

Die Methämoglobinbildung durch Oxidation der Hämoglobin-Moleküle wurde im Rahmen

des Versuches durch Lagerung in einem lichtgeschützten und mit Stickstoff gefluteten Va-

kuumbehältnis vermieden. Dennoch wurde unmittelbar vor der Verwendung der Lösung die

Methämoglobinkonzentration gemessen. Ab einem Wert über 5% wurde die Lösung verwor-

fen. Unabhängig hiervon wurden 2 Wochen nach Anbruch des Medikaments die Restbestände

verworfen.

3.3.4 Narkose und Präparation

Bei den Versuchstieren (New Zealand White Rabbits) erfolgte vor Beginn des Versuchs ei-

ne intramuskuläre Gabe von 15 mg/kg S-Ketamin R© (Pfizer, Karlsruhe) und 1,5 mg/kg

Midazolam R© (Hoffmann-LaRoche AG, Grenzach Wyhlen), um die Tiere in Allgemein-

anästhesie zu versetzen. Die intramuskulären Boli wurden dabei auf maximal 0,5 ml je Injek-

tionsstelle begrenzt, um ein zu starkes Gewebetrauma zu verhindern. Die Bewegungen ließen

daraufhin innerhalb ein bis drei Minuten nach, und die Tiere wurden in Rückenlage auf einem

beheizbaren und vorgewärmten Kleintier-OP-Tisch (Heated rodent operating table, Harvard

Apparatus, MA, USA) gelagert.

Es erfolgte die Anlage zweier peripher venöser Zugänge an beiden Ohren des Kaninchens,

um das Hypnotikum Thiopental getrennt von anderen Medikamenten zu verabreichen. Die

Tiere bekamen eine Sauerstoffinsufflation sowie ein Monitoring mit EKG-Ableitung, rektaler

Temperaturmessung und pulsoximetrischer Überwachung der Sauerstoffsättigung. Die Nar-

kose erfolgte als totale intravenöse Narkose mittels 30 mg/kg/h Thiopental R© (Altana Phar-

ma, Konstanz) und 40 µg/kg/h Fentanyl R© (Janssen-Cilag, Neuss). Nach Applikation eines

Fentanylbolus von 40 µg/kg und einer Infiltrationsanästhesie mit 0,5 ml Lidocain R© (Astra

Zeneca, Wedel) wurde bei den Tieren eine Tracheotomie durchgeführt. Bis zum Abschluss der

Tracheotomie wurden die Tiere über einen nasopharyngealen Vygon Tubus (Vygon GmbH,

Aachen) ventiliert. Anschließend erfolgte die Präparation der linken Vena jugularis interna

mit Anlage eines zentral venösen Katheters zur sicheren intravasalen Applikation der Narkose-

medikamente.
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Nach der Tracheotomie erfolgte die Beatmung über einen 3mm Vygon Tubus mit einer FiO2

von 1,0 an einem Kleintierbeatmungsgerät (Inspira Advanced Safety Ventilator, Harvard Ap-

paratus). Es wurden Normocapnie, Normothermie und Normoglycämie gewährleistet. Der

CO2–Partialdruck wurde kontinuierlich endexspiratorisch (Monitoreinheit mit Mainstream-

Messung, Fa. Datex-Ohmeda, Helsinki, Finnland) und wiederholt arteriell (ABL 505, Radio-

meter Kopenhagen, Dänemark) bestimmt.

a) 

  

Linker 
Ventrikel 

Linkes 
Herzohr 

b) 

 
 

 Abbildung 3.2: a und b: Durchführung des Herzstiches im Bereich des ersten Astes der Arteria cir-

cumflexa der linken Koronararterie
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Die Körpertemperatur wurde mit dem beheizbaren OP-Tisch und zweier Wärmelampen (Os-

ram Siccatherm 280 Watt) auf normothermen Werten gehalten. In der linken und rechten

Femoralarterie wurden jeweils arterielle Zugänge platziert, auf diese Weise konnte eine kon-

tinuierliche Blutdruckmessung durchgeführt und gleichzeitig eine Blutgasanalyse entnommen

werden. Unter Präparation wurden die Versuchstiere mit einer FiO2 von 1,0 kontrolliert be-

atmet, nach der Thorakotomie zusätzlich mit einem positiv-endexspiratorischen Druck von

5 mbar, um Atelektasenbildung zu vermeiden. Die Thorakotomie erfolgte auf der linken Seite

zwischen dem vierten und fünften Interkostalraum.

Es erfolgte eine Perikardiotomie zur Darstellung der linken Arteria coronaria circumflexa.

Ein 4-0 Seidenfaden wurde um den ersten Ast der Arterie nahe des Ursprungs geführt (siehe

Abbildung 3.2) [84]. Die Fadenenden wurden durch ein Filzplättchen (Meadox Dacron Felt;

Meadox Medicals, Inc., Oakland, NJ) und ein etwa 3 cm langes Wattestäbchen geführt. Durch

Zug an den Fadenenden konnte somit eine temporäre Ligatur des Gefäßes erfolgen [150]. Das

linke Herzohr wurde anschließend mittels Seldinger Technik punktiert und ein 18G Katheter

implantiert 3.3. Über diesen Katheter erfolgte dann am Ende des Versuches die Injektion der

Farbstoffe Thioflavin-S und Patentblau zur Messung der Perfusionsausfälle und der ”area at

risk“. 

 

Katheter im 
li. Herzohr 

 

 

 
Abbildung 3.3: Situs nach Einführen des Katheters in das linke Herzohr

Nach Abschluss der Präparation des Versuchstieres wurde die FiO2 auf 0,3 reduziert, und

es folgte eine Erholungsphase von 20 Minuten. Erst zu diesem Zeitpunkt wurden die Tiere

randomisiert in die jeweiligen Therapiegruppen und in die 2-minütige bzw. 240-minütige

34



Reperfusionsphase eingeteilt. In der Tabelle 3.2 findet sich der zeitliche Ablauf der Messpunkte

sowie die jeweils erhobenen Messparameter.

Messpunkt Zeitpunkt Messparameter

1 (M1) Ruhephase + 20 min FIO2, HF, MAP, Temp, SaO2

2 (M2) Ruhephase + 25 min FIO2, HF, MAP, Temp, SaO2

3 (M3) Ruhephase + 30 min FIO2, HF, MAP, Temp, SaO2, BGA, Hb,

fHb, COHb, ZVD, BZ, E-lyte

4 (A5) Applikation 1 + 5 min FIO2, HF, MAP, Temp, SaO2, BGA, Hb,

fHb, COHb, ZVD, BZ, E-lyte

5 (A15) Applikation 1 + 15 min FIO2, HF, MAP, Temp, SaO2

6 (A25) Applikation 1 + 25 min FIO2, HF, MAP, Temp, SaO2

7 (L5) Ligatur + 5 min FIO2, HF, MAP, Temp, SaO2, BGA, Hb,

fHb, COHb, ZVD, BZ, E-lyte

8 (A2) Applikation 2 FIO2, HF, MAP, Temp, SaO2

( = Ligatur + 15 min)

9 (L20) Ligatur + 20 min FIO2, HF, MAP, Temp, SaO2, BGA, Hb,

fHb, COHb, ZVD, BZ, E-lyte

10 (L25) Ligatur + 25 min FIO2, HF, MAP, Temp, SaO2

11 (R2) Reperfusion + 2 min FIO2, HF, MAP, Temp, SaO2, BGA, Hb,

fHb, COHb, ZVD, BZ, E-lyte

Versuchsende 2-minütige Reperfusion

12-34 (R10-R230) Reperfusion + jeweils FIO2, HF, MAP, Temp, SaO2

10 min bis + 230 min

35 (R240) Reperfusion + 240 min FIO2, HF, MAP, Temp, SaO2, BGA, Hb,

fHb, COHb, ZVD, BZ, E-lyte

Versuchsende 240-minütige Reperfusion

Tabelle 3.2: Übersicht der intraoperativen Messpunkte und der jeweiligen Parameter

Im Anschluss an die 20-minütige Ruhephase und der Erhebung der Ausgangsparameter wurde

nun in den Prophylaxegruppen 0,4 g/kg (10-15 ml ad 20 ml Gesamtvolumen durch NaCl

ergänzt) HBOC-200 intravenös über etwa 5 Minuten verabreicht. Den Tieren der anderen

Gruppen wurde ein äquivalentes Volumen NaCl 0,9% injiziert. 15 Minuten später wurde die

Koronarligatur für 30 Minuten zugezogen (siehe Abbildung 3.4).

10 Minuten nach Beginn der Ligatur erfolgte in den Therapiegruppen die Applikation von

0,4 g/kg (10-15 ml ad 20 ml NaCl) HBOC-200. Die Tiere der anderen Gruppen erhielten

ein äquivalentes Volumen an 0,9% NaCl. Während des gesamten Versuches erfolgte eine kon-

tinuierliche Messung von Hämodynamik und paSO2. Wiederholte Bestimmungen der Blut-
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gase, Hämoglobin- und Blutzuckerkonzentrationen (siehe Tabelle 3.2) vervollständigten die

Überwachung der Versuchstiere.

Sollten unter der Ligatur Herzrhythmusstörungen in Form von Kammertachykardien oder

Kammerflimmern auftreten, die nicht innerhalb eines Zeitraums von 15 Sekunden in einen

Sinusrhythmus umsprangen, so erfolgte eine ”Thumb version“ mittels eines Q-Tips auf den

apex cordis. Auf diese Weise sollte die Anzahl der Versuchstiere gering gehalten werden. Diese

Vorgehensweise entspricht publizierten Standards [33].
 

 

Koronarok- 
klusion (Faden 
durch 
Wattestäbchen)

Katheter im 
li. Herzohr 

 

 Abbildung 3.4: Zuzug der Koronararterie, sichtbar wird ein Abblassen der distal der Okklusion gele-

genen Areale des linken Ventrikels

Am Ende der 2-minütigen bzw. 240-minütigen Reperfusionsphase wurde dann eine 4%-ige

Thioflavin-S Lösung (1ml/kg) über den liegenden Katheter in das linke Herzohr appliziert.

Eine Minute später wurde die Koronarligatur erneut zugezogen und Patentblau-Lösung (2%,

1ml/kg) ebenfalls in den linken Vorhof injiziert (siehe Abbildung 3.5). Nach Färbung der Lun-

gen wurde der Exitus letalis durch eine Bolusinjektion von 4 mmol/kg KCl herbeigeführt.

Das Herz konnte durch Absetzen der großen Gefäße unmittelbar danach entnommen und

in eine spezielle Matrix (Heart Matrix for rabbits, Harvard Apparatus) gelegt werden. Herz

und Matrix wurden etwa 25 Minuten bei –20◦ C gefroren, um das Schneiden in 2 mm dicke

atrioventrikuläre, basisparallele Scheiben ohne Zerreißen des Gewebes zu ermöglichen.

Sämtliche nachfolgenden Untersuchungen erfolgten verblindet.
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Abbildung 3.5: Darstellung des Herzens nach erneuter Anlage der Koronarokklusion und Injektion von

Patentblau 2%. Die weiter perfundierten Areale stellen sich blau gefärbt dar, während

die ischämischen Areale nicht angefärbt werden.

3.3.5 Intraoperative Messwerte

3.3.5.1 Inspiratorische Sauerstoffkonzentration und Kapnometrie

Die inspiratorische Sauerstoffkonzentration (FiO2) wurde mittels einer in das Mischkammer-

reservoir des Beatmungsgerätes eingebrachten Elektrode (Oxydig, Dräger, Lübeck) kontinu-

ierlich gemessen.

Der endexspiratorische CO2–Partialdruck wurde kontinuierlich mit Hilfe eines Normocap Mo-

nitors (Datex-Ohmeda, Helsinki, Finland) im Mainstream-Verfahren gemessen und graphisch

auf dem Monitor (Tram 200 A, Marquette, Milwaukee, USA) dargestellt. Bei den Versuchs-

tieren wurden ausschließlich nicht blockbare Beatmungstuben benutzt. Aus diesem Grund

war keine zuverlässige quantitative Messung zu erwarten, sondern die Messwerte dienten le-

diglich einer qualitativen Nutzung, um eine Verlegung oder Dislokation des Tubus frühzeitig

zu erkennen und den Verlauf der Kurve beurteilen zu können. Die erhobenen Daten wurden

dementsprechend nicht ausgewertet.
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3.3.5.2 Hämodynamik

Zentraler Venendruck

Die Messung des zentralen Venendrucks (ZVD) erfolgte intermittierend über den zentral-

venösen Katheter mittels eines elektromagnetischen Druckaufnehmers (Logical, Medex,

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

Herzfrequenz und arterieller Blutdruck

Die kontinuierliche EKG-Ableitung erfolgte über drei an den Extremitäten des Tieres

angebrachte Klebeelektroden für Neugeborene (Agilent 13953D, Agilent Technology, An-

dover, USA) als Extremitätenableitungen und Darstellung auf einem Monitor (Tram 200

A, Marquette, Milwaukee, USA). Der arterielle Blutdruck wurde über einen in der linken

Femoralarterie liegenden Katheter kontinuierlich mittels eines elektromagnetischen Druckauf-

nehmers (Logical, Medex, Klein-Winternheim) bestimmt. Zu den Messzeitpunkten wurde die

jeweilige Herzfrequenz notiert sowie über einen am Monitor angeschlossenen Drucker (Direct

digital writer series 7100, Marquette, Milwaukee, USA) mit 50 mm/s dokumentiert. Unter

Verwendung eines Analog-Digital-Wandlers (Fa. INET, Hamburg) erfolgte die kontinuierliche

Speicherung von EKG und arteriellem Blutdruck über das Programm DasyLab (Vers 7.0,

National Instruments, USA). Dies ermöglichte die Auswertung von Herzrhythmusstörungen

nach der Lambeth Convention [33].

Rate-Pressure-Product

Das sogenannte Rate-Pressure-Product (RPP) ist ein sensitiver, indirekter Index für den

myokardialen Sauerstoffverbrauch (mVO2). Dieses gilt für wache Patienten, Patienten in

Narkose und bei hämodynamisch instabilen Patienten [214]. Das RPP wird nach folgender

Formel berechnet:

RPP = (Herzfrequenz × systolischer Blutdruck) ÷ 1000

Ein über längere Zeit bestehender erhöhter Sauerstoffbedarf zum Beispiel durch Tachykardie
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und/oder Hypertension kann bei durch Reperfusionsschäden bedingter Minderversorgung

des Myokards zu Sauerstoffmangel führen und allein dadurch das Infarktareal möglicherweise

vergrößern. Durch die Berechnung des RPP bei den Versuchstieren der langen Reperfusi-

onszeit soll ein möglicher Zusammenhang zwischen erhöhtem myokardialen Sauerstoffbedarf

und Vergrößerung der Infarktareale detektiert werden. In den Versuchsgruppen mit der

2-minütigen Reperfusionszeit wurde auf Grund der zu kurzen Reperfusionszeit auf die

Berechnung verzichtet.

3.3.5.3 Blutgasanalysen, Elektrolyt- und Hämoglobinkonzentrationen

Über den in der rechten Femoralarterie liegenden arteriellen Zugang wurde zu den Messzeit-

punkten etwa ein Milliliter Blut entnommen. Aus diesen Proben wurden Blutgasanalysen

durchgeführt, die Blutglukosekonzentration und andere laborchemische Parameter bestimmt.

Die Bestimmung von pH, paO2, paCO2, ionisiertem Calcium, Kalium und Natrium erfolgte

mittels Blutgasanalysator (ABL 505, Radiometer, Kopenhagen, Dänemark).

Folgende Parameter wurden bestimmt bzw. berechnet: Standard Basenüberschuss (SBE),

Standard-Bikarbonat (SBc) und die Sauerstoffsättigung (SaO2). Weiterhin wurde die

Gesamthämoglobinkonzentration (tHb), der Anteil an Oxyhämoglobin (HbO2), Car-

boxyhämoglobin (COHb), Methämoglobin (MetHb) und freiem, plasmatisch gelöstem

Hämoglobin (fHb) gemessen (OSM 3, Radiometer, Kopenhagen, Dänemark). Das fHb wur-

de nach 5-minütiger Zentrifugation (5000 rpm, Haraeus, Sepatech) von 80 µl Blut aus dem

Plasmaüberstand gemessen. Die Blutzuckerbestimmung erfolgte mittels B-Glukose Analyser

(Hemocue, Angelholm, Schweden).

3.3.5.4 Körpertemperatur

Im gesamten Verlauf des Versuches wurde auf strikte Einhaltung der Normothermie der

Tiere geachtet. Zur Überwachung der Körpertemperatur wurde den Kaninchen vor Beginn

der Präparation eine rektale Temperatursonde eingeführt und die Werte kontinuierlich auf

den Monitor übertragen. Als Wärmequellen dienten zwei Wärmelampen (Osram Siccatherm

380W) und der beheizbare Operationstisch.

39



3.4 Organaufbereitung

Nach Entnahme des Organs durch Absetzen an den großen Gefäßen wurde das Herz mit kalter

NaCl-Lösung gespült und gewogen. Das Herz wurde in die auf –20◦ C vorgekühlte Matrix

(Heart Matrix for Rabbits, Harvard Medical Instruments, Holliston, MA, USA) gelegt und 25

Minuten bei –20◦ C gefroren. Vorher wurde das Organ in Frischhaltefolie eingewickelt, um ein

Festfrieren am Metall der Matrix zu verhindern. Durch das Einfrieren wurde das Lamellieren

des Organs vereinfacht. Anschließend wurde das Herz in 2 mm dicke Schnitte basisparallel

lamelliert.

Sämtliche Schnitte wurden zur Bestimmung der ”no-reflow“-Areale (Thioflavin negativ) unter

UV-Licht eingescannt. Anschließend wurden die Herzschnitte unter einem Flachbettscanner

zur Bestimmung der ”area at risk“ und der TTC-Färbung verwendet (siehe 3.6.1).

3.5 Thioflavinfärbung

Sämtliche durch das Lamellieren entstandenen Schnitte des Herzens wurden für die Bestim-

mung der ”no-reflow“-Areale eingescannt. Die Anfärbung des vitalen Gefäßendothels erfolgte

mittels ”in vivo“-Injektion von Thioflavin-S, das unmittelbar vor dem Versuchsende über den

im linken Herzohr liegenden Katheter injiziert wurde (wie bereits unter 3.3.4 geschildert).

3.5.1 Ansetzen von Thioflavin-S 4%

Zur Bestimmung der Mikroperfusionsausfälle wurde in diesem Versuch Thioflavin-S 4% einge-

setzt [95]. Die Lösung wurde hergestellt, indem 0,4g Thioflavin-S in 10 ml NaCl gelöst wurde.

Nach dem vollständigen Auflösen des Pulvers wurde die Lösung 5 Minuten bei 1500 U/min

zentrifugiert. Anschließend wurde die Lösung durch einen Feinfilter mit einer Porengröße von

0,2 µm filtriert. Bis zur Verwendung wurde das Thioflavin-S im Kühlschrank aufbewahrt,

jedoch vor der Injektion in einem Wasserbad auf eine Temperatur von 37◦ C erwärmt.

3.5.2 Durchführung der Thioflavinfärbung und Auswertung

Die Dosierung des 4% Thioflavin-S betrug 1 ml/kg. Die angewärmte Lösung wurde kurz vor

Ende der jeweiligen Versuchsreihe als Bolus über 15 Sekunden über den im linken Herzohr lie-

genden Katheter infundiert. Die Anflutungszeit von etwa 30 - 60 Sekunden wurde abgewartet,
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bevor die Ligatur erneut zugezogen wurde und das Patentblau zur Anfärbung der ”area at

risk“ zum Einsatz kam. Das Thioflavin dringt in alle nicht durch das ”no-reflow“-Phänomen

verschlossenen Kapillare und färbt das Gefäßendothel an.

Abbildung 3.6: Darstellung der Färbung mit Thioflavin-S 4%. Die dunkel gefärbten Areale stellen die

”no-reflow“-Areale dar.

Unmittelbar nachdem das Herz in 2 mm dicke Scheiben zerschnitten wurde, erfolgte das

Einscannen des Gewebes (siehe Bild 3.6). Die Gewebeschnitte wurden dafür nebeneinander

in einer Plastikschale auf dem UV-Scanner mit einer Wellenlänge von 365 nm und einer Belich-

tungszeit von 15 Sekunden eingescannt und im TIF-Format gespeichert. Nach Versuchsende

erfolgte eine in Bezug auf die jeweilige Versuchsgruppe verblindete Auswertung am Monitor.

Planimetrisch wurden sowohl die Fläche des linken Ventrikels als auch die Größe der ”no-

reflow“-Areale, die sich auf den Bildern dunkel darstellen (siehe Bild 3.6), ausgemessen. Die

Größe der ”no-reflow“-Areale wurde dann als Prozentsatz der ”area at risk“ berechnet und in

Abhängigkeit von der Versuchsgruppe ausgewertet.

3.6 TTC-Färbung und
”
area at risk“

3.6.1 Technik

Das Versorgungsgebiet des ligierten Gefäßes entspricht der so genannten ”area at risk“, die

nach Ligatur und Injektion von Patentblau nicht angefärbt wird (siehe Abbildung 3.7).
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Die Herzschnitte wurden unmittelbar nach dem Schneiden beidseitig eingescannt, um ei-

ne Unschärfe der Patentblau-markierten Flächen durch weitere Färbung zu verhindern. Die

”area at risk“ stellt sich in den Schnitten als ungefärbtes Myokard scharf abgegrenzt ge-

genüber dem übrigen, blau angefärbten Herzgewebe dar. Erst danach erfolgte die Färbung

mit Triphenyl-Tetrazolium-Chlorid (TTC).

Abbildung 3.7: ”Area at risk“. Die ”area at risk“ stellt sich als durch Thioflavin nicht angefärbtes,

rötliches Areal dar.

Zur Darstellung des Infarktareals innerhalb der Gewebeschnitte erfolgte, entsprechend der

vorbeschriebenen Technik [47], eine Färbung der Schnitte in Multilayers mit Triphenyl-

Tetrazolium-Chlorid (TTC) in 0,2 mol Trispuffer (pH=7,8; Serva Biochemica, Heidelberg).

Nach 10 Minuten in 37◦ C Wasserbad wurde die Reaktion durch 6%-iges Formalin terminiert.

Anschließend wurden die Schnitte erneut von beiden Seiten eingescannt (siehe Abbildung

3.8).

Triphenyl-Tetrazolium-Chlorid ist ein Salz mit einer Ringstruktur aus Kohlenstoff und

4 Stickstoffatomen, von denen eines quarternär ist. Durch eine Reduktion des Tetrazoliums

wird diese Ringstruktur geöffnet und das rote Formazan entsteht. Der Prozess erfolgt enzy-

mabhängig mittels membranständiger Oxidasen und den Co-Enzymen NADH/NADPH, die

zu NAD/NADP oxidiert werden. Sobald die Konzentration von NADH/NADPH unter 80

pmol/mg Gewebe gefallen ist, erfolgt keine Färbereaktion mehr [94]. Mit TTC wird also ein

Mangel an Co-Enzymen im infarzierten Myokard nachgewiesen.

KLEIN et al. haben beschrieben, dass die mittels TTC gemessene Infarktfläche nahezu mit

der mittels Elektronenmikroskopie bestimmten Infarktfläche [94] identisch ist.
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3.6.2 Auswertung

In den Abbildungen 3.9 und 3.10 wird die Technik der Flächenberechnung schematisch dar-

gestellt. Die Bestimmung der Flächen erfolgte planimetrisch mit dem Bildbearbeitungspro-

gramm ScionImage R© (Scion Corp., ML, USA). Nicht gemessen wurde die Fläche des rechten

Ventrikels. Bei allen Färbungen und verschiedenen Einscanvorgängen wurden jeweils der linke

Ventrikel und die zu messende Fläche bestimmt: die ”area at risk“ als die nicht gefärbte Fläche

bei der Patentblau Färbung, die ”no-reflow“-Areale als die durch Thioflavin nicht gefärbten

Flächen sowie die infarzierten Areale als die durch TTC demarkierten Areale. Anschließend

wurden die Relationen der Flächen berechnet.

Auf diesen Werten aller Einzelschnitte beruhte die Berechnung der entsprechenden Volumi-

na, bezogen auf das gesamte Herz und nach Aufhebung der Verblindung auf die jeweiligen

Studiengruppen. Diese Technik entspricht dem vielfach publizierten internationalen Standard

[47, 201].

Abbildung 3.8: Infarktareale. Die Infarktareale stellen sich in der Abbildung durch Anfärbung mit

TTC weiß dar.
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Abbildung 3.9: Schematische Darstellung der verschiedenen Auswertungsareale zur Quantifizierung des

myokardialen Infarktareals nach Anfärbung mittels Patentblau und Triphenyl-Tetrazolium-

Chlorid. Abb. a: Es ist ein basisparalleler Querschnitt des Herzens mit den Lumina des

linken (LV) und rechten (RV) Ventrikels dargestellt. Zusätzlich zeigt sich nach
”
in vivo“-

Anfärbung mit Patentblau bei erneut angelegter Koronarligatur die
”
area at risk“ (hellgrau).

Abb. b: Nach Inkubation mit Triphenyl-Tetrazolium-Chlorid stellt sich das Infarktareal als

ungefärbtes Teilareal der nun kräftig roten
”
area at risk“ dar.
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Abbildung 3.10: Es wurden nun die Absolutwerte der unterschiedlichen Flächen planimetrisch ermittelt und

zueinander in Bezug gesetzt. Die Fläche des Ventrikellumens wurde bei allen Berechnungen

ausgespart. Abb. c: Verhältnis der
”
area at risk“ zur Fläche des linken Ventrikels. Abb.

d: Verhältnis des Infarktareals an der Fläche des linken Ventrikels. Abb. e: Verhältnis des

Infarktareals an der
”
area at risk“
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3.7 Arrhythmieerfassung

3.7.1 Elektrokardiogramm

Die kontinuierliche EKG-Ableitung erfolgte, wie in Kapitel 3.3.5.2 beschrieben, mit an die

Pfoten geklebten Neugeborenenelektroden. Sie wurde auf dem Monitor (Tram 200 A, Mar-

quette, Milwaukee, USA) dargestellt und auf dem Computer mit dem Programm DasyLab

(Vers 7.0, National Instruments, USA) mit einer Sampling Rate von 100 Hz gespeichert.

Zusätzlich zur EKG-Speicherung erfolgte die Registrierung der arteriellen Blutdruckkurve.

Die Umwandlung des analogen in ein digitales Signal erfolgte mit einem AD-Wandler der Fa.

INET (Hamburg).

3.7.2 Auswertung

Die Auswertung erfolgte entsprechend den Richtlinien und Definitionen der Lambeth Con-

ventions [207]. Es kam der von CURTIS und WALKER validierte Score C zur Anwendung

(siehe Tabelle 3.3) [33].

Die Zählung der Arrhythmien erfolgte von Beginn der Ligatur bis zum Beginn der Reperfusion.

Die Wiedergabe der digital gespeicherten Daten erfolgte ebenfalls mit dem Programm Dasy-

LAB, wobei die EKG-Darstellung mit einem Tiefpass-Filter von 30 Hz vorgenommen wurde.

Erfasst wurde der exakte Zeitpunkt und die Dauer der jeweiligen Herzrhythmusstörung. Un-

terschieden wurde zwischen einer Ventrikulären Extrasystole (VES), einer Salve von zwei oder

drei VES (VS), einer Ventrikulären Tachykardie (VT) als mehr als vier aufeinander folgenden

VES und eines Kammerflimmerns (VF).

Während des Versuches erfolgte, wie unter 3.3.4 beschrieben, bei nicht nach 15 Sekunden ter-

miniertem Kammerflimmern bzw. -tachykardien eine ”Thumb Version“. Dieses wurde eben-

falls notiert und zwischen spontan beendeten Ventrikulären Tachykardien (SVT) und Kam-

merflimmern (SVF) und nicht spontan terminierten NVT und NVF unterschieden.
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Wert Ereignis

0 Keine VES, VT, VF

1 VES

2 1-5 Episoden von VT (=4 VES)

3 > 5 Episoden von VT und/oder 1x VF

4 2-5 Episoden von VF

5 > 5 Episoden von VF

Tabelle 3.3: Arrhythmiescore C nach CURTIS und WALKER (VES = ventrikuläre Extrasystole; VT

= ventrikuläre Tachykardie; VF = ventrikuläres Flimmern/Flattern)
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4 Ergebnisse

Die Versuchstiere, die eine 2-minütige Reperfusionsphase (Gruppen 5-8) durchliefen, werden

im Folgenden getrennt von den Tieren mit der 240-minütigen Reperfusionszeit (Gruppen 1-4)

dargestellt.

4.1 Reperfusionszeit 2 Minuten

Insgesamt wurden 6 Versuchstiere je Untersuchungsgruppe in die komplette Auswertung aller

Parameter eingeschlossen.

4.1.1 Intraoperative Messwerte

4.1.1.1 Gewicht der Tiere

Das Körpergewicht der Kaninchen lag zwischen 2,33 und 2,69 Kilogramm. Es ergab sich kein

statistischer Unterschied zwischen den 4 Untersuchungsgruppen. Im Anhang sind die Daten

als MW±SD in Tabelle 8.1 angegeben.

4.1.1.2 Hämodynamische Parameter: Herzfrequenz, Blutdruck sowie rektale

Körpertemperatur

Es zeigten sich nach der Präparation und vor der Anlage der Koronarstenose vergleichba-

re hämodynamische Parameter zwischen den Versuchsgruppen. Unabhängig von der Gruppe

kam es im Verlauf des Versuches zu einer Zunahme der Herzfrequenz in allen Gruppen. Signi-

fikante Unterschiede ergaben sich jedoch nicht. In den Gruppen mit der therapeutischen und

prophylaktischen Gabe von HBOC-200 zeigte sich ein kurzfristiger, nicht signifikanter Abfall

der Herzfrequenz. Der mittlere arterielle Blutdruck blieb während dieses ganzen Versuchs-

teiles stabil. In den Tabellen 8.2 und 8.3 sind die hämodynamischen Parameter aufgeführt,
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der zeitliche Verlauf der Herzfrequenz und des mittleren arteriellen Blutdruckes ist in den

Abbildungen 4.1 und 4.2 dargestellt.

Die rektal gemessene Körpertemperatur ist in Tabelle 8.4 dargestellt, es zeigten sich zu keinem

Zeitpunkt Unterschiede zwischen den Gruppen.
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Abbildung 4.1: Zeitlicher Verlauf der Herzfrequenz. Erklärung der Messzeitpunkte siehe Tabelle 3.2

4.1.1.3 Blutgasanalyseparameter

Die Bestimmung der Blutgasanalyseparameter fand zu 5 verschiedenen Zeitpunkten des

Versuches statt (siehe Tabelle 3.2). Ausgewertet wurden vornehmlich die Parameter pH-

Wert, paCO2, paO2, Standardbikarbonat und Standardbasenüberschuss. Die inspiratorische

Sauerstoffkonzentration und die Sauerstoffsättigung werden zusätzlich angegeben. Die einzel-

nen Parameter sind in den Tabellen 8.5 bis 8.11 im Anhang aufgeführt. Die Ausgangswerte

sämtlicher Parameter unterschieden sich nicht zwischen den Gruppen.

Im Versuchsverlauf ergaben sich für die pH-Werte zum Zeitpunkt 5 Minuten nach der pro-

phylaktischen HBOC-Applikation signifikant höhere Werte in der Therapie- und Positiv-
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Abbildung 4.2: Zeitlicher Verlauf des Mittleren arteriellen Blutdruckes. Erklärung der Messzeitpunkte

siehe Tabelle 3.2

Kontrollgruppe im Vergleich zur Negativ-Kontrollgruppe. Auswirkungen konnten jedoch nicht

festgestellt werden. Alle übrigen gemessenen Parameter ergaben keine Unterschiede zwischen

den Gruppen.

4.1.1.4 Elektrolyte und Blutzuckerkonzentration

Im Rahmen des Versuches wurden die Elektrolyte Natrium, Kalium und das ionisierte Calcium

bestimmt. Für die Elektrolyte Natrium und Kalium ergaben sich zu keinem Zeitpunkt Unter-

schiede zwischen den Versuchsgruppen. Das ionisierte Calcium war jedoch in der Prophylaxe-

gruppe schon zu Beginn des Versuches signifikant niedriger als in der Negativ-Kontrollgruppe.

Im weiteren Verlauf des Versuches sank auch die Calcium-Konzentration in den anderen The-

rapiegruppen, so dass sich für die Negativ-Kontrollgruppe signifikant höhere Werte ergaben.

Unterschiede zwischen den Gruppen in der Blutzuckerkonzentration zeigten sich nicht, sie

stieg im Versuchsverlauf in allen Gruppen an.
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Die Messwerte sind im Anhang in den Tabellen 8.12 bis 8.15 aufgelistet.

4.1.1.5 Hämoglobinkonzentration

Weder bezüglich der Konzentration von Gesamt-Hömoglobin (tHb), Carboxy-Hämoglobin

(COHb) noch von Met-Hämoglobin (MetHb) konnten Unterschiede zwischen den Gruppen

festgestellt werden. Dies war auch nach Applikation von HBOC-200 nicht der Fall. Zwar kam

es im Verlauf des Versuches zu einem leichten Abfall des Gesamthämoglobins, diese Tendenz

war jedoch in allen Gruppen festzustellen.

Bei den Werten für das Oxy-Hämoglobin (HbO2), zeigten sich zu den ersten beiden Mess-

zeitpunkten signifikant niedrigere Werte in der Negativ und Positiv-Kontrollgruppe als in der

Therapiegruppe. Im Versuchsverlauf fielen die Werte des Oxy-Hämoglobins in den beiden mit

HBOC-200 behandelten Gruppen ab, es ergaben sich aber keine signifikanten Unterschiede.

Als Resultat der HBOC-200-Applikation in der Therapie- und Prophylaxegruppe kam es

jeweils zu einem signifikanten Anstieg des plasmatischen Hämoglobins (fHb) im Vergleich

zu den anderen Gruppen, die kein HBOC erhielten oder zu diesem Zeitpunkt noch keines

erhalten hatten (Therapie). Die einzelnen Messwerte der verschiedenen Parameter sind als

MW±SD im Anhang in den Tabellen 8.16 bis 8.20 angegeben.

4.1.2
”
Area at risk“

Durch die Gabe von Patentblau am Versuchsende wurde die ”area at risk“, also die Zone in den

Herzschnitten, die sich nach erneuter Koronarokklusion nicht blau anfärbte, dargestellt. Sie

repräsentieren das unter der Koronarokklusion ischämische Areal. In der Abbildung 4.3 sind

die jeweiligen Durchschnittswerte der ”area at risk“ in den einzelnen Gruppen als Prozentsatz

der Fläche des linken Ventrikels aufgeführt. Mit Werten zwischen 32% und 36% war die ”area

at risk“ in allen Gruppen nahezu gleich groß. Die Unterschiede zwischen den Gruppen waren

nicht signifikant.

4.1.3
”
No-reflow“-Areale

Die ”no-reflow“-Areale wurden mit Hilfe der Färbung mit Thioflavin-S 4% ausgemessen und

ihre Relation zur Fläche der ”area at risk“ berechnet. Die Abbildung 4.4 gibt den Prozentsatz

der ”no-reflow“-Areale an der ”area at risk“ wieder.

50



0

10

20

30

40

50

Negativ-
Kontrolle

Positiv-
Kontrolle

Therapie Prophylaxe

A
re

a 
at

 ri
sk

 (%
)

  
 

Abbildung 4.3: ”Area at risk“ in Relation zur Fläche des linken Ventrikels (MW±SD)

Der hohe Prozentsatz und die große Standardabweichung in der Therapiegruppe kommt da-

durch zu Stande, dass sich bei einem Tier aus dieser Gruppe 70% der ”area at risk“ als

”no-reflow“-Fläche darstellten. Statistische Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen er-

gaben sich nicht.

4.1.4 Infarktareale

In allen Gruppen konnten mit der TTC-Färbung keine Infarktareale nachgewiesen werden.

Dieses Ergebnis entspricht der Erfahrung und publizierten Literatur [84], die für diese Me-

thode eine wesentlich längere Reperfusionsdauer fordert.

4.1.5 Herzrhythmusstörungen

Bei der Registrierung und Auswertung der Arrhythmien in diesem Versuchsabschnitt kam es

zu technischen Schwierigkeiten. Deswegen konnten die Dauer und das Auftreten der Rhyth-

musstörungen nicht statistisch ausgewertet werden.
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Abbildung 4.4: ”No-reflow“-Areale im Verhältnis zur ”area at risk“ (MW±SD)

4.2 Reperfusionszeit 240 Minuten

In die Negativ-Kontrollgruppe wurden 5 Tiere eingeschlossen; als Gruppengröße für diejenigen

Gruppen, die eine Ligatur durchliefen, ergab sich eine Anzahl von 8 Tieren je Gruppe.

4.2.1 Intraoperative Messwerte

Die intraoperativen Messwerte entsprachen denen, die bereits im Versuchsabschnitt mit der

2-minütigen Reperfusionszeit bestimmt worden waren.

4.2.1.1 Gewicht der Tiere

Die Kaninchen hatten ein Körpergewicht zwischen 2,84 und 3,35 kg. Der Vergleich zwischen

den Versuchsgruppen offenbarte keine statistischen Unterschiede. In Tabelle 8.22 sind die

Daten dargestellt.
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Abbildung 4.5: Zeitlicher Verlauf der Herzfrequenz. Erklärung der Messzeitpunkte siehe Tabelle 3.2

(*p<0,05 vs. Prophylaxe, #p<0,05 vs. Therapie)

4.2.1.2 Hämodynamische Parameter: Herzfrequenz, Blutdruck sowie rektale

Körpertemperatur

Die Ausgangswerte von Herzfrequenz und arteriellem Blutdruck zeigten zwischen den

Untersuchungsgruppen keinerlei Unterschiede. Wir konnten sowohl in der Therapie- als auch

in der Prophylaxegruppe nach HBOC-Gabe einen signifikanten Abfall der Herzfrequenz im

Vergleich zur Positiv-Kontrollgruppe feststellen. Diese signifikanten Unterschiede blieben bis

zum Ende des Versuches bestehen. Verglichen mit der Negativ-Kontrollgruppe ergaben sich für

die mit HBOC behandelten Tiere nur vereinzelte, insbesondere im späteren Versuchsverlauf

signifikante Unterschiede. In Abbildung 4.5 und in Tabelle 8.23 ist der Verlauf der Herzfre-

quenz angegeben. Auf die Darstellung jedes einzelnen Messzeitpunktes wurde aus Gründen

der Übersichtlichkeit verzichtet.

Nach der prophylaktischen Gabe von HBOC-200 kam es zu einem Anstieg des mittleren ar-

teriellen Drucks. Dieser Anstieg war im Vergleich zur Positiv-Kontrollgruppe bis etwa 90 Mi-

nuten vor Versuchsende signifikant. Es gab zwar danach noch einen vergleichsweise erhöhten
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Blutdruck, jedoch war diese Erhöhung nicht mehr signifikant. Im Vergleich mit der Negativ-

Kontrollgruppe ergaben sich keine signifikanten Unterschiede. Der Verlauf des mittleren ar-

teriellen Drucks ist in der Abbildung 4.6 und der Tabelle 8.24 dargestellt.
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Abbildung 4.6: Zeitlicher Verlauf des mittleren arteriellen Blutdruckes. Erklärung der Messzeitpunkte

siehe Tabelle 3.2 (*p<0,05 vs. Prophylaxe, #p<0,05 vs. Therapie)

Trotz der oben geschilderten Veränderungen bei den hämodynamischen Parametern ergab

die Berechnung des Rate-Pressure-Products (RPP) nur zu einem Messzeitpunkt einen signi-

fikanten Unterschied, nämlich an einem Messzeitpunkt zwischen der Prophylaxe- und der

Negativ-Kontrollgruppe. Dieses trotz veränderter hämodynamischer Parameter stabile RPP

erklärt sich aus der Tatsache, dass es nach HBOC-200-Gabe zu einem Anstieg des mittle-

ren arteriellen Drucks und zu einem Abfall der Herzfrequenz kommt. Diese Veränderungen

gleichen sich bei der Berechnung des RPP aus.

Somit kommt es während des Versuches durch die Applikation von HBOC-200 indirekt berech-

net durch das RPP zu keinem signifikanten Anstieg des myokardialen Sauerstoffverbrauches

(mVO2). In Abbildung 4.7 und in Tabelle 8.25 sind die einzelnen Werte aufgeführt.

Für die rektal bestimmte Körpertemperatur ergaben sich zu keinem Zeitpunkt Differenzen
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Abbildung 4.7: Zeitlicher Verlauf des Rate-Pressure-Products. Erklärung der Messzeitpunkte siehe Ta-

belle 3.2 (*p<0,05 vs. Prophylaxe)

zwischen den Versuchsgruppen, die Werte sind in der Tabelle 8.26 angegeben.

4.2.1.3 Blutgasanalyseparameter

Für die Blutgasanalyseparameter, die zu 6 verschiedenen Zeitpunkten des Versuches bestimmt

wurden, ergaben sich zwischen den Gruppen zu keinem Zeitpunkt signifikante Unterschiede.

Ausgewertet wurden insbesondere die Parameter pH-Wert, paCO2, paO2, Standardbikarbonat

und Standardbasenüberschuss. Die inspiratorische Sauerstoffkonzentration und die Sauerstoff-

sättigung sind ebenso aufgeführt. Die einzelnen Parameter können den Tabellen 8.27 bis 8.32

als MW±SD entnommen werden.

Die Ausgangswerte sämtlicher Parameter unterschieden sich nicht signifikant zwischen den

Gruppen und blieben auch nach HBOC-Gabe und Ischämie ohne statistisch signifikante Dif-

ferenzen.
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4.2.1.4 Elektrolyte und Blutzuckerkonzentration

In der Prophylaxegruppe fand sich zu Beginn des Versuches, also noch vor HBOC-Applikation,

ein im Vergleich mit der Positiv-Kontrollgruppe signifikant niedrigerer Kaliumwert. Im wei-

teren Versuchsablauf konnten aber keine weiteren signifikanten Unterschiede zwischen den

Gruppen festgestellt werden.

Unterschiede zwischen den Gruppen in der Blutzuckerkonzentration zeigten sich nicht, jedoch

stieg sie im Versuchsverlauf in allen Gruppen an.

Die gemessenen Werte für die Elektrolyte Natrium, Kalium und ionisiertes Calcium sind im

Anhang in den Tabellen 8.33 bis 8.35 wiedergegeben. Die Blutzuckerwerte werden in der

Tabelle 8.36 dargestellt.

4.2.1.5 Hämoglobinkonzentration

Es wurden die Gesamt-Hämoglobin-(tHb), die Methämoglobin- (MetHb), die Oxyhämoglobin-

(HbO2) sowie die Carboxyhämoglobinkonzentration (COHb) bestimmt. Auch die freie Hämo-

globinkonzentration (fHb) wurde gemessen. Die Werte sind im Anhang in den Tabellen 8.37

bis 8.41 aufgeführt.

Für die Gesamt-Hämoglobinmesswerte zeigten sich im gesamten Versuchsverlauf keine Un-

terschiede. Zu Versuchsbeginn konnten auch bei den übrigen Parametern zwischen den Grup-

pen keine Unterschiede gefunden werden. In der Prophylaxe- und Therapiegruppe kam es

durch die Infusion des bovinen Hämoglobins zu einem signifikanten Anstieg des plasmati-

schen Hämoglobins im Vergleich zu den nicht behandelten Gruppen.

Das Methämoglobin stieg in der Prophylaxegruppe verglichen mit der Positiv-Kontrolle nach

der Applikation des HBOC signifikant an. Gegen Ende der 240-minütigen Reperfusion war

dieser Unterschied jedoch nicht mehr festzustellen.

Das Carboxyhämoglobin zeigte im gesamten Versuchsverlauf keine Differenzen zwischen den

Gruppen. Die Werte des Oxyhämoglobins waren bei der Ausgangsmessung in der Negativ-

Kontrollgruppe signifikant höher als in der Prophylaxegruppe. Die beiden während der Re-

perfusion gemessenen Werte zeigten ebenfalls in der Negativ-Kontrollgruppe höhere Werte

als in der Therapiegruppe.
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4.2.2
”
Area at risk“

Die Gebiete, die durch das am Versuchsende nach erneuter Koronarligatur applizierte Pa-

tentblau nicht angefärbt wurden, entsprechen der ”area at risk“, also dem unter der Ligatur

ischämischen Herzmuskelgewebe.
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Abbildung 4.8: ”Area at risk“ in Relation zur Fläche des linken Ventrikels (MW±SD)

In Abbildung 4.8 ist der jeweilige Durchschnittswert der ”area at risk“ als Prozentsatz an der

Fläche des linken Ventrikels angegeben. Mit einem Prozentsatz zwischen 20 und 25% waren sie

in allen Gruppen nahezu gleich groß. Es fanden sich keine statistischen Unterschiede zwischen

den Gruppen. Die Fläche der Negativ-Kontrollgruppe erscheint etwas kleiner. Ein signifikantes

Niveau erreicht der Unterschied jedoch nicht.

4.2.3
”
No-reflow“-Areale

Die mit Hilfe von Thioflavin-S 4% dargestellten ”no-reflow“-Areale wurden nach dem Aus-

messen in Relation zur ”area at risk“ dargestellt und in Abbildung 4.9 aufgeführt. Anhand der

Abbildung ist deutlich zu erkennen, dass die ”no-reflow“-Areale der Tiergruppen mit der 240-

minütigen Reperfusionsphase im Vergleich mit den Tieren mit nur 2-minütiger Reperfusion

an Größe zugenommen hat (siehe Abbildung 4.4). Während nach nur 2-minütiger Reperfusion

das ”no-reflow“-Areal im Mittel einen Anteil von nur 10 - 20% an der ”area at risk“ hatte,
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stieg dieser Anteil nach 4-stündiger Reperfusion im Mittel auf 25 - 35%. In der Negativ-

Kontrollgruppe war die Fläche des ”no-reflow“-Areals nach 240-minütiger Reperfusion mit

der Größe nach 2-minütiger Reperfusion vergleichbar.

Abb. 3.7.: „No-reflow“-Areale im Verhältnis zur „Area at Risk“ (MW±SD, *p<0,05 vs. 

Positiv Kontrolle) 
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3.2.4. Infarktareale 

Die Infarktareale wurden mit Hilfe der TTC-Färbung markiert und am Monitor in Relation zu 

der „Area at Risk“ ausgemessen. Die Größe der Infarktareale ist somit in Prozent der „Area at 

Risk“ angegeben. In der Negativ-Kontrollgruppe wurde ein Infarktareal von 9±10% der „Area 

at Risk“ und war somit signifikant kleiner als in der Positiv-Kontrollgruppe, in der eine Größe 

des Infarktareals von 48±17% der „Area at Risk“ ausgemessen wurde (p=0,002). Auch in den 

beiden mit HBOC behandelten Gruppen konnte eine signifikante Reduktion des Infarktareals 

im Verhältnis zu der Positivkontrollgruppe festgestellt werden. Während die prophylaktische 

Applikation von HBOC zu einer Größe des Infarktareals von 25±13% der „Area at Risk“ 

führte (p=0,026 vs. Positiv Kontrolle) führte die therapeutische Applikation der bovinen 

Hämoglobinlösung mit einer Flache von 22±20% der „Area at Risk“ ebenfalls mehr als einer 

Halbierung des Infarktareals im Vergleich zu der Positiv Kontrollgruppe (p=0,009 vs. Positiv 

Kontrollgruppe). Die jeweilige Größe der Infarktareale im Verhältnis zur „Area at Risk“ ist in 

Abbildung 3.8. wiedergegeben. 

 

 

Abbildung 4.9: ”No-reflow“-Areale im Verhältnis zur ”area at risk“ (MW±SD, *p<0,05 vs. Positiv-

Kontrolle)

Die ”no-reflow“-Areale in der Negativ-Kontrollgruppe waren signifikant kleiner als in der

Positiv-Kontrollgruppe, der Referenzgruppe. Zwischen den Gruppen, die eine 30-minütige

Ischämie durchlaufen hatten, zeigten sich auch nach 240 Minuten Reperfusion keine signifi-

kanten Unterschiede in Bezug auf die Ausdehnung der ”no-reflow“-Areale.

4.2.4 Infarktareale

Die Infarktareale wurden mit Hilfe der TTC-Färbemethode markiert und nach dem Ein-

scannen am Monitor in Relation zur ”area at risk“ ausgemessen. Somit ist die Größe der

Infarktfläche in Prozent der ”area at risk“ angegeben.

Die Größe des Infarktareals, bezogen auf die ”area at risk“, war in der Negativ-Kontrollgruppe

mit 9±10% erwartungsgemäß signifikant kleiner als in der Positiv-Kontrollgruppe mit 48±17%

(p=0,002). Die Versuchstiere, die mit HBOC-200 prophylaktisch oder therapeutisch behan-

delt wurden, wiesen eine signifikante Reduktion des Infarktareals im Vergleich zur Positiv-

Kontrollgruppe auf. Für die Prophylaxegruppe ergab sich ein Anteil des Infarktareals von
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Abb. 3.8. Größe der Infarktareale in Relation zu der Größe der „Area at Risk“ (*p<0,05 vs. 

Positiv-Kontrollgruppe) 
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Zusätzlich zu der relativen Größe der Infarktareale im Verhältnis zu der „Area at Risk“ wird 

in Abbildung 3.9. die absolute Größe der Infarktareale des linken Ventrikels im Verhältnis zur 

absoluten Größe der „Area at Risk“ dargestellt. Die Abbildung gibt insbesondere auch die 

Messparameter für jedes einzelne Tier im Rahmen der Versuchsreihe mit der 240-minütigen 

Reperfusionszeit wieder.  

Anhand der Abbildung wird der Zuwachs des Infarktareals in Abhängigkeit der „Area at 

Risk“ deutlich. Insbesondere in der Positiv Kontrollgruppe zeigt sich mit einer Zunahme der 

„Area at Risk“ deutlich eine lineare Zunahme der Infarktareale. In der Prophylaxegruppe 

scheint die Zunahme des Infarktareals in Abhängigkeit der „Area at Risk“ deutlich langsamer 

zuzunehmen, während in der Therapiegruppe die Infarktgröße bei einer kleinen „Area at 

Risk“ klein ist, dann jedoch aber mit wachsender „Area at Risk“ deutlich zunimmt. In der 

Negativ-Kontrollgruppe ist eine Zunahme des Infarktareals mit einer Zunahme der „Area at 

Risk“ nicht zu erkennen. 

 

Abbildung 4.10: Größe der Infarktareale in Relation zur Größe der ”area at risk“ (*p<0,05 vs. Positiv-

Kontrollgruppe)

25±13% an der ”area at risk“ (p=0,026 vs. Positiv-Kontrolle). Die therapeutische Appli-

kation führte mit einer Fläche von 22±20% an der ”area at risk“ (p=0,009 vs. Positiv-

Kontrolle) ebenfalls zu mehr als einer Halbierung der Infarktfläche im Vergleich zur Positiv-

Kontrollgruppe. In der Abbildung 4.10 sind die jeweiligen Größen der Infarktfläche im

Verhältnis zur ”area at risk“ wiedergegeben.

In der Abbildung 4.11 wird die absolute Größe des Infarktareals im Verhältnis zur absoluten

Größe der ”area at risk“ dargestellt. Die Abbildung gibt zusätzlich die Messwerte für jedes

einzelne Tier aus der 240 Minuten Reperfusions-Messreihe wieder.

Man kann aus der Abbildung deutlich den Zuwachs des Infarktareals in Abhängigkeit von der

Größe der ”area at risk“ entnehmen. Vor allem in der Positiv-Kontrollgruppe zeigt sich mit Zu-

nahme der ”area at risk“ deutlich eine lineare Zunahme der Infarktareale. Die Größenzunahme

der Infarktfläche in der Prophylaxegruppe in Abhängigkeit von der ”area at risk“ scheint dem-

gegenüber deutlich geringer zu sein. In der Therapiegruppe beobachtet man bei einer kleinen

”area at risk“ ein kleines Infarktareal und dann eine deutliche Zunahme mit wachsender ”area

at risk“. In der Negativ-Kontrollgruppe ist ein solcher Zusammenhang nicht zu erkennen.
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Abbildung 4.11: Absolute Größe in cm2 der Infarktareale der einzelnen Tiere in Relation zur Größe

der ”area at risk“.

4.2.5 Herzrhythmusstörungen

Da Arrhythmien nur in den Gruppen auftraten, die eine Koronarligatur hatten, also nicht in

der Negativ-Kontrollgruppe, wurde die Positiv-Kontrollgruppe als Referenzgruppe herange-

zogen und nur zwischen dieser Referenzgruppe und den mit HBOC-200 behandelten Gruppen

auf statistische Signifikanz getestet. Die erzielten Scores sind in der Abbildung 4.12 und in

der Tabelle 8.43 angegeben.

60



 

0

1

2

3

4

5

6

Negativ-Kontrolle Positiv-Kontrolle Therapie Prophylaxe

La
m

be
th

 S
co

re

 

Abbildung 4.12: Erzielter Arrhythmie-Score nach Lambeth C

Die Tiere der Positiv-Kontrollgruppe erzielten mit einem Mittelwert von 4 den höchsten Sco-

re. Bei den Tieren, die das HBOC prophylaktisch erhielten, fand sich mit 3,125 der niedrigste

Score, die Therapiegruppe erlangte einen mittleren Score von 3,625. Ein statistisch signifi-

kanter Unterschied konnte nicht gefunden werden. Eine Bestätigung der Annahme, dass die

prophylaktische HBOC-Gabe einen antiarrhythmischen Effekt hat, findet sich auch in der

Auswertung der Dauer des Kammerflimmerns (siehe Abbildung 4.13 und Tabelle 8.44). Die

Prophylaxegruppe zeigte mit einer mittleren Dauer von 19,25 Sekunden einen um über 50%

reduzierten Wert der Positiv-Kontrollgruppe (55,4 Sekunden) gegenüber. Verglichen mit der

Therapiegruppe (80,49 Sekunden) war die Dauer sogar um 75% reduziert. Mit einem p von

0,05 war die Differenz zwischen der Prophylaxe- und der Vergleichsgruppe nicht signifikant.
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Abbildung 4.13: Dauer des Vorhofflimmerns
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5 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass sowohl eine prä-ischämische, al-

so prophylaktische HBOC-200-Gabe als auch eine therapeutische Applikation während

der Ischämie zu einer signifikanten Reduktion des myokardialen Infarktareals im

Ischämie/Reperfusionsmodell führt. Insbesondere die Verringerung der Infarktfläche durch

die therapeutische HBOC-200-Gabe ist bisher noch nicht dargestellt worden. Beide Appli-

kationszeitpunkte verkleinerten die Infarktgröße ähnlich signifikant im Vergleich zur Positiv-

Kontrollgruppe, die nur NaCl erhielt.

Das Hauptziel dieser Studie war es jedoch festzustellen, ob die Infarktverkleinerung durch

HBOC mit einer Verbesserung der Mikroperfusion einhergeht.

5.1 Effekte von HBOC auf
”
no-reflow“-Areale

Auf der Basis von zuvor durch unsere Arbeitsgruppe durchgeführten Ischämie-

/Reperfusionsversuchen an Ratten, die eine Verringerung der Infarktgröße nur durch eine

prophylaktische Gabe von HBOC zeigten, stellten wir die Hypothese auf, dass HBOC-200

zu einer Verbesserung der Mikroperfusionsverteilung führt. Diese Behauptung sollte durch

die Messung der ”no-reflow“-Areale mittels Thioflavin überprüft werden. Als Versuchsmodell

diente ein Tierversuch an Kaninchen mit 30-minütiger Koronarischämie, gefolgt von einer

2-minütigen oder 240-minütigen Reperfusion.

Die Ergebnisse dieses Versuches zeigten keine signifikante Reduktion der Perfusionsausfälle.

Keiner der beiden Applikationszeitpunkte reduzierte die Größe der ”no-reflow“-Areale, weder

nach 2-minütiger noch nach 240-minütiger Reperfusionsdauer. Die von uns gemessene Größe

und die Größenzunahme bei längerer Reperfusion der ”no-reflow“-Areale bewegten sich dabei

im Rahmen von bisher publizierten Daten [151].

Das ”no-reflow“-Phänomen bezeichnet den Umstand, dass nach vollständiger Wiederherstel-

lung des Blutflusses nach temporärer Koronararterienligatur eine homogene Durchblutung
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des vorher ischämischen Gewebes ausbleibt [150, 152] (siehe auch Kapitel 2.5.2). In der Lite-

ratur gibt es dazu die Hypothese, dass das Ausmaß der mikrovaskulären Obstruktion allein

während der Ischämiephase bestimmt wird [46, 95]. Andere Untersucher vermuten, dass auch

das Einsetzen der Reperfusion Mechanismen in Gang setzt, die ihrerseits zu Schäden an der

Kapillarwand führen und einen regelrechten Blutfluss verhindern [6, 44]. Folgende Befunde

sind für das Auftreten des ”no-reflow“-Phänomens kennzeichnend [95, 96, 152]:

• herabgesetzter myokardialer Blutfluss

• ultrastrukturelle myokardiale Zellschäden

• mikrovaskuläre Zellschäden

• ausgeprägte Areale mit eingeschränkter Perfusion.

Frühere Studien zeigen, dass eine längere Ischämie und auch eine längere Reperfusion eine

Zunahme der Größe der ”no-reflow“-Areale bewirken [2, 96, 151]. So konnten REFFELMANN

et al. zeigen, dass die Größe der ”no-reflow“-Areale nach einer 8-stündigen Reperfusion drei-

mal größer ist als nach nur 2-minütiger Reperfusion [151]. In diesem Rahmen liegen auch

die Ergebnisse unserer Studie. Diese Zunahme der Flächen mit verminderter Perfusion kann

zum Zelltod von zum Zeitpunkt der beginnenden Reperfusion potentiell noch lebensfähigen

Kardiomyozyten führen.

Mögliche kausale Mechanismen für die Ausbildung des ”no-reflow“-Phänomens sind zum einen

Endothelzellschäden, Endothelzellprotrusionen, vaskuläre Dysfunktionen und Verlegung des

Kapillarbetts durch Blutbestandteile [152, 156]. Zum anderen werden die Bildung von frei-

en Sauerstoffradikalen und die Ansammlung von Leukozyten und deren Interaktion mit der

Kapillarwand (”rolling and sticking“) genannt. Als weitere Ursache kommt eine mechanische

Kompression der Kapillare durch die Ausbildung eines parakapillären Ödems in Betracht

[57, 117, 198]. Für die Rolle des Ödems spricht die Tatsache, dass nach Gabe von Dexame-

thason [134] und Mannitol [213] die Größe der ”no-reflow“-Areale verringert werden konnte.

Alle diese Faktoren führen zu einer starken Vergrößerung der ”no-reflow“-Areale im Verlauf

der Reperfusion und verursachen damit letztlich eine Zunahme der Infarktgröße.

Dass Hämoglobinlösungen positive Effekte auf die mikrovaskuläre Integrität besitzen, wur-

de schon in verschiedenen Studien bestätigt. So untersuchten NOLTE et al. im Rahmen

eines Versuches am Hamster die Auswirkung eines ”Hemoglobin based oxygen carrier“

DCLHb (Diaspirin cross linked hemoglobin) auf die mikrovaskulären Schäden [137]. Mit-

tels Intravital-Fluoreszenz-Mikroskopie konnte festgestellt werden, dass die DCLHb-Gabe

nach Hämodilution auf einen Hämatokrit von 30% zu einer verbesserten Kontraktion eines
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Hautmuskels im Vergleich zur Therapie mit Dextran führte. Auch die Leukozyten-Endothel-

Interaktion zeigte sich verbessert, und die endotheliale Permeabilität erhöhte sich nicht. Im

zweiten Teil des Versuches wurden die Effekte nach Ischämie und Reperfusion im Rahmen

einer Wiederbelebung nach einem hämorrhagischen Schock untersucht. DCLHb zeigte im Ver-

gleich zu Eigenblut und Dextran eine verbesserte Hämodynamik und verbesserten venulären

Blutfluss, aber keine Zunahme der Leukozyten-Endothel-Interaktion.

Die gleiche Arbeitsgruppe untersuchte ebenfalls am Hautmuskel des Hamsters die Auswirkun-

gen einer DCLHb, Dextran oder NaCl-Infusion auf die Schäden nach einer druckinduzierten

Ischämie mit nachfolgender Reperfusion [144]. Die Therapien mit DCLHb und Dextran zeig-

ten eine signifikante Abnahme des Leukozyten ”rolling and sticking“ in den postkapillären

Venulen. Hierdurch zeigten sich die Kapillardichte und die Blutflussgeschwindigkeit deutlich

verbessert. Nach 30 Minuten Reperfusion ergaben die Messwerte in diesen beiden Gruppen

einen normalisierten Gewebssauerstoff-Partialdruck, während dieser in der mit NaCl behan-

delten Gruppe vermindert war. In der Analyse mittels Elektronenmikroskopie zeigten sich

nach 24-stündiger Reperfusion deutlich reduzierte Gewebsschäden.

Diese vorgestellten Studien legen nahe, dass es neben einem verbesserten Gewebssauerstoff-

Partialdruck einen weiteren Wirkmechanismus von Hämoglobinlösungen im Rahmen von

Ischämie und Reperfusion geben könnte. Denkbar wäre eine Hemmung der Interaktion von

Leukozyten und Endothelzellen, und auf dieser pathophysiologischen Annahme generierten

wir unsere Hypothese. Die Ergebnisse unseres Versuches zeigten allerdings eine verkleinerte

Infarktfläche in den mit HBOC behandelten Gruppen, ohne jedoch auch eine Verkleinerung

der Gebiete mit aufgehobener Perfusion im Vergleich zur Kontrollgruppe zu zeigen.

Weitere durch unsere Arbeitsgruppe durchgeführte Studien mit Medikamenten-induzierter

Pankreatitis sprachen für diese Hypothese. Wir konnten in einem Rattenmodell nach Induk-

tion einer Pankreatitis durch die Applikation von HBOC-200 eine signifikante Reduktion der

Nekrosen und eine Verbesserung der histologisch verifizierten Organintegrität und Funkti-

on nachweisen [194, 195, 197]. In einem Versuchsmodell am Schwein konnten wir ebenfalls

nach Medikamenten-induzierter Pankreatitis nach HBOC-200-Gabe und Hämodilution eine

Verbesserung des Gewebssauerstoff-Partialdruckes feststellen [53, 196]. Die Kontrollgruppen,

die Ringer-Lösung oder Hydroxyethylstärke (HES) erhielten, waren in dieser Hinsicht nicht

erfolgreich. Verglichen mit der vorliegenden Studie muss man allerdings einschränkend sagen,

dass es sich bei den vorgestellten Studien nicht um Ischämie und Reperfusionsmodelle handel-

te, sondern dass trotz induzierter Pankreatitis immer noch ein Blutfluss stattfand. Allerdings

werden im Allgemeinen Mikrozirkulationsstörungen für die Entstehung einer nekrotisierenden
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Pankreatitis verantwortlich gemacht. Die gemessene verbesserte Gewebsoxygenierung durch

eine eventuell verbesserte Mikrozirkulation könnte also hauptverantwortlich für die erzielten

Effekte sein.

Andere Studien unterstützen jedoch unsere Hypothese einer verbesserten Mikroperfusion

durch künstliche Sauerstoffträger. So konnten Perfluorocarbone (PFC), die ursprünglich als

künstlicher Blutersatzstoff entwickelt und in Studien am Menschen eingesetzt worden waren

[108, 138, 179, 180, 181, 202], in verschiedenen Tiermodellen eine Reduktion von Ischämie-

und Reperfusionsschäden am Herzmuskel zeigen [8, 49, 50, 51, 52, 98]. FORMAN et al. stell-

ten anhand elektronenmikroskopischer Untersuchung bei Hunden nach Koronarstenose und

Reperfusion eine Verbesserung der kapillären Obstruktion bei den mit Fluosol therapierten

Versuchstieren fest [49]. Als Erklärungsansatz dieser Wirkung von PFC wird eine Reduktion

der zytotoxischen Wirkung von neutrophilen Granulozyten an geschädigten Endothelzellen

und Myokard angeführt [8, 49]. Auch eine direkte Stimulierung und Aktivierung des Komple-

mentsystems wird angeführt [51].

Ein Nachteil der Perfluorocarbone ist die erhöhte inspiratorische Sauerstoffkonzentration

(FiO2), die sie benötigen, um eine ausreichende Menge Sauerstoff physikalisch zu lösen.

KOLODGIE et al. führen an, dass allein diese Tatsache schon zu einer Verkleinerung des

Infarktareals führen könnte [98]. Die vermehrte Bildung freier Sauerstoffradikale könnte aller-

dings auch zu zusätzlichen Zellschädigungen führen. Es zeigte sich, dass die intrakoronarar-

terielle Applikation von oxygenierter PFC-Lösung zu einer Reduktion der ”no-reflow“-Areale

führte, während die Gabe von desoxygeniertem PFC keinen Effekt zeigte. Diese tierexperi-

mentellen Untersuchungen und diverse klinische Studien [5, 26, 31, 85, 203] führten dazu, dass

PFC seit 1989 in den USA für die intrakoronare Applikation bei perkutaner transluminaler

Angioplastie (PTCA) zugelassen ist.

Der Unterschied der oben genannten Untersuchungen mit PFC zu den an unserer Klinik

durchgeführten Experimenten mit HBOC ist die rein therapeutische Applikation der Perfluo-

rocarbone. Unsere Arbeitsgruppe konnte erstmals auch den prophylaktischen Effekt in einem

Rattenmodell der kardialen Ischämie und Reperfusion zeigen. In dieser früheren Studie zeig-

te sich allerdings kein positiver Effekt bei der therapeutischen Applikation. Die Ergebnisse

der vorliegenden Studie zeigen eine signifikante Reduktion des Infarktareals sowohl bei der

therapeutischen als auch bei der prophylaktischen Applikation von HBOC-200. Die Perfusi-

onsverteilung zeigte sich jedoch nicht verbessert. Demnach müssen wir davon ausgehen, dass

weniger der Verbesserung der Perfusion als vielmehr der Verfügbarkeit von Sauerstoff im Ge-

webe eine besondere Rolle bei der Verkleinerung der Infarktareale durch HBOC zukommt.
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Somit scheint die Erhöhung der Gewebsoxygenierung postkapillär im Herzmuskel eine wich-

tigere Bedeutung zu haben.

Eine Studie von SAETZLER et al. unterstützt diese Hypothese [167]. Sie konnten in ei-

nem Modell mit durch Zigarettenrauch induziertem Leukozyten-”Rolling and Sticking“ und

Adhäsion an Endothelien nach Gabe eines polynitroxylierten HBOC eine statistisch signifikan-

te Reduktion des ”Rolling and Sticking“ und der Leukozyten und Thrombozyten-Aggregation

feststellen. Die Mikroperfusion verbesserte sich allerdings trotz der verminderten Leukozyte-

nadhäsion nicht. Die Gabe eines nicht polynitroxylierten HBOC konnte keine Verbesserung

der Leukozyten-”Rolling and Sticking“ erzielen.

Den positiven Effekt, den HBOC auf die Leukozyteninfiltration besitzt, konnten CASWELL

et al. in einem Ischämie-Reperfusionsmodell am Hund ebenfalls nachweisen [24]. In der Un-

tersuchungsgruppe mit prophylaktischer HBOC-Gabe zeigte sich eine signifikante Reduktion

der Infarktfläche und eine verminderte Leukozyteninfiltration. Eine Verbesserung der Mikro-

perfusion als Ausdruck für eine, durch die geringere Leukozytenaktivierung auch schwächere

Ausprägung des ”no-reflow“-Phänomens konnten sie jedoch nicht nachweisen. Das entspricht

auch den Ergebnissen der vorliegenden Studie.

Zur Klärung einer möglichen Verbesserung der Gewebsoxygenierung durch HBOC hat unsere

Arbeitsgruppe diverse Studien am Hund mit HBOC durchgeführt und eine deutliche Verbes-

serung des Gewebssauerstoffdruckes (tpO2) durch HBOC festgestellt [77, 78, 79, 186, 188].

So kam es etwa nach nahezu komplettem Blutaustausch mit HBOC-201 zu deutlich höheren

tpO2-Werten als in den Versuchsgruppen, die nur HES erhielten, und sogar zu höheren Werten

als in der Ausgangssituation [188]. Im Vergleich zu Warmblut und 3 Wochen alten Erythro-

zytenkonzentraten (EK) errechnete sich für HBOC-201 eine Oxygenierungspotenz von 3:1,

und es zeigte sich, dass extrem niedrige tpO2-Werte durch HBOC-201 schneller und effektiver

beseitigt wurden als mit EK [191].

In einem weiteren Tiermodell am Hund mit isovolämer Anämie und akuter 95%-iger Ste-

nose der Arteria poplitea erzielte die mit HBOC-201 behandelte Versuchsgruppe sowohl bei

therapeutischer als auch bei prophylaktischer Applikation signifikant höhere tpO2-Werte im

nachgeschalteten Muskel als die Kontrollgruppe, die Hydroxyethylstärke erhielt [77]. In einem

Koronarstenosemodell, ebenfalls am Hund, konnte die Aufrechterhaltung der poststenotischen

myokardialen Sauerstoffspannung und Kontraktilität erzielt werden [10, 17, 80]. Die histolo-

gischen Zellschäden nach prophylaktischer HBOC-Gabe und 90%iger-Stenose der linken Ko-

ronararterie in Kombination mit einer isovolämen Anämie mit einem Hb von 7±1 g/dl waren
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im Vergleich mit der Kontrollgruppe deutlich reduziert. Auch nach therapeutischer Applika-

tion der Hämoglobinlösung zeigte sich eine erfolgreiche Wiederherstellung der myokardialen

tpO2-Werte und der Kontraktilität der linken Kammer fast auf Ausgangsniveau.

Der vorliegende Versuch zeigt eine signifikante Reduktion der Infarktflächen nach 30-minütiger

Ischämie und 240-minütiger Reperfusion durch die therapeutische und prophylaktische Ap-

plikation von HBOC-200. Unsere Hypothese, dass dieser Effekt auf einer Verbesserung der

Mikroperfusionsverteilung basiert, konnten wir durch Messung der Flächen mit aufgehobe-

ner Perfusion (”no-reflow“-Areale) mittels Thioflavin nicht bestätigen. Das im Vergleich zum

Blut höhere Oxygenierungspotential der Hämoglobinlösung scheint also in der Reduktion der

Infarktflächen eine wichtige Rolle zu spielen und bedarf der weiteren Untersuchung.

5.2 Effekte von HBOC-200 auf das Infarktareal

In der vorliegenden Untersuchung konnte erstmalig nachgewiesen werden, dass die Applika-

tion von 0,4 g/kg HBOC-200 vor und nach Anlage einer Ligatur des ersten Astes der A.

circumflexa beim Kaninchen zu einer signifikanten Reduktion des Infarktareals im Nachweis

mittels Triphenyl-Tetrazolium-Chlorid (TTC) im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgrup-

pe führen kann. In einem früheren von uns durchgeführten Versuch an der Ratte konnte dieser

Effekt nur für die prophylaktische Applikation nachgewiesen werden. Eine mögliche Ursache

für diese Differenz könnte die Wahl eines anderen Versuchstieres sein, auch die Verdoppelung

der Reperfusionszeit auf 240 Minuten könnte eine Rolle spielen, da REFFELMANN et al.

in einer Studie nachgewiesen haben, dass die Größe des Infarktareals in Abhängigkeit von

der Reperfusionsdauer zunimmt [151]. Allerdings zeigte diese Studie nur einen signifikanten

Effekt innerhalb der ersten 60 Minuten, während die weitere Zunahme des Infarktareals bis

240 Minuten nicht signifikant war.

Der Hauptzielparameter unserer Studie war jedoch die Ausdehnung des ”no-reflow“-Areals.

Da verschiedene Studien eine Zunahme der ”no-reflow“-Areale bis zu einer Reperfusionszeit

von 210 Minuten nachweisen konnten [2, 151], wählten wir eine Reperfusionszeit von 240

Minuten. Ob diese Verlängerung einen Einfluss auf die Reduktion der Infarktflächen um ca.

50% im Vergleich zur Kontrollgruppe hat, ist spekulativ. Ebenso spekulativ bleibt, ob die

Verlängerung der Reperfusionszeit dazu führte, dass auch die therapeutische Applikation von

HBOC zu einer Reduktion der Infarktflächen führte. Um diese Fragen zu klären, müsste bei

derselben Tierspezies die Größe des Infarktareals mit verschiedenen Reperfusionszeiten im

Verlauf bestimmt werden.
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Offen ist die Frage, wie es zu der von uns beobachteten Reduktion der Infarktflächen kommt.

Es scheint nicht die Mikroperfusionsverteilung zu sein, da wir in der ”area at risk“ keinen

Unterschied zwischen den Untersuchungsgruppen feststellen konnten. Eine denkbare Ursache

mag die Tatsache sein, dass mit der Gabe von HBOC freie Hämoglobinmoleküle im Plasma

vorhanden sind, die zum Sauerstofftransport keine Erythrozyten benötigen. Da es im Rahmen

von Ischämie und Reperfusion zu den bereits beschriebenen Schäden des Gefäßendothels der

Kapillare im Koronarbett unter anderem in Form von Schwellung mit Einengung des Ka-

pillarlumens kommt, können die Erythrozyten, die einen mittleren Durchmesser von 7,5 µm

haben, ab einer Einengung der Gefäße unter diesen Wert diese nicht mehr passieren. Freie

Hämoglobintetramere haben einen Durchmesser von weniger als 10 nm. Somit sind sie in der

Lage, selbst maximal eingeengte Gefäße zu passieren, solange noch ein Lumen vorhanden ist.

In der Abbildung 5.1 sind zur Veranschaulichung der Größenverhältnisse zwei Erythrozyten

umgeben von plasmatisch gelösten Hämoglobinmolekülen im Querschnitt eines Nierengefäßes

dargestellt.

Auch die in der Peripherie durch einen ausgeprägten Bohr-Effekt erleichterte Sauerstoffabga-

be, und damit letztendlich eine verbesserte Gewebeoxygenierung, könnte eine Rolle spielen.

Die Sauerstoffbindungskurve verschiebt sich in der Peripherie nach rechts und führt zu einem

erhöhten P50 von 36 mmHg im Gegensatz zu an Erythrozyten gebundenes Hämoglobin mit

einem P50 von 26 mmHg [182]. Wie schon weiter oben erwähnt, führt HBOC im Gegensatz

zu PFC auch unter Raumluft zu einer nachweisbar besseren Abgabe von Sauerstoff an das

Gewebe [68, 191]. Im Vergleich zu Warmblut und drei Wochen alten autologen Erythrozyten-

konzentraten errechnete sich anhand der gemessenen tpO2-Werte eine Oxygenierungspotenz

für HBOC-200 von 3:1 [186, 191]. Insbesondere vermag HBOC extrem niedrige tpO2-Werte,

wie sie ja auch im Herzmuskel nach Ischämie vorliegen, schneller und effektiver zu beseitigen

als Erythrozytenkonzentrate [191].

Diese durch HBOC-200 verbesserten Oxygenierungsbedingungen könnten den entscheidenden

Mechanismus der Reduktion der Infarktareale in unserem Modell darstellen.

5.3 Effekte von HBOC-200 auf ventrikuläre Arrhythmien

Das Auftreten kardialer Arrhythmien ist eine typische und häufige Komplikation myokardia-

ler Perfusionsstörungen. Dem arrhythmogenen plötzlichen Herztod liegt in ca. 80% der Fälle

ein Myokardinfarkt oder eine transiente Ischämie zugrunde [59]. Dabei ist in einer Mehr-

zahl der Fälle das Kammerflimmern die tödliche Rhythmusstörung [174]. Eine Reduktion der

69



Schwere zellulärer Ischämie- und Reperfusionsschäden könnte mit einer Verringerung der In-

zidenz schwerer Rhythmusstörungen einhergehen [82]. Unter der Annahme, dass ein durch

prophylaktische oder therapeutische HBOC-Gabe verkleinertes Infarktareal mit einer Abnah-

me ventrikulärer Rhythmusstörungen einhergeht, untersuchten wir die Inzidenz und Schwere

der auftretenden Arrhythmien.

Bei der Registrierung und Auswertung der Rhythmusstörungen im Versuchsteil mit der kur-

zen Reperfusion kam es zu technischen Schwierigkeiten, die eine aussagekräftige statistische

Analyse verhinderten. Deswegen soll hier nur auf die Ergebnisse aus dem Versuchsarm mit

der 4-stündigen Reperfusion eingegangen werden.

Die Ergebnisse unseres Versuches zeigen keine signifikante Verbesserung der Schwere ven-

 

Abbildung 5.1: Querschnitt durch eine Kapillare aus der Niere. Dargestellt sind 2 Erythrozyten, die

von plasmatisch gelösten Hämoglobinmolekülen umgeben sind [187]
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trikulärer Arrhythmien während 30 Minuten Ischämie durch HBOC-200. Der Score für die

Prophylaxe ist allerdings um fast einen Punkt niedriger als der Wert für die Positiv-Kontrolle.

Man kann vermuten, dass eine größere Gruppenstärke zu einem statistisch signifikanten Effekt

geführt hätte. Zusätzlich zum Score wurde die Dauer der Rhythmusstörungen ausgewertet.

Hier zeigte sich die Dauer des Kammerflimmerns in der Prophylaxegruppe gegenüber der

Positiv-Kontrolle um mehr als 50% und gegenüber der Therapiegruppe um mehr als 75%

reduziert. Die Dauer des Kammerflatterns war in diesen 3 Gruppen nahezu identisch. Man

könnte also vermuten, dass prophylaktisch appliziertes HBOC einen antiarrhythmogenen

Effekt besitzt, der über den von uns benutzten Score nicht nachzuweisen ist. So heißt es auch

bei CURTIS/WALKER [33]:

"...eine Therapie ... ,die nicht die Inzidenz von Kammerflimmern reduziert,

wird keinen der hier vorgestellten Scores erniedrigen."

Die Befürchtung, dass ein höheres Angebot an Sauerstoff im ischämischen Myokard durch die

Hämoglobinlösung HBOC zu einer Verschlimmerung der ventrikulären Arrhythmien führt,

können unsere Daten nicht belegen. Denn es war zu befürchten, dass ein erhöhter Gewebssau-

erstoffpartialdruck (tpO2) über einen vermehrten Anfall an freien Sauerstoffradikalen arrhyth-

mische Ereignisse fördert. In dieser Hinsicht scheint die Applikation von HBOC im Rahmen

von Ischämie und Reperfusion am Herzen keine negativen Effekte zu haben. Möglicherweise

ist aber auch diese Tatsache des in mehreren Studien nachgewiesenen Effektes der Erhöhung

des tpO2 durch HBOC (siehe Kapitel 2.4 [65, 80, 186, 188, 191]) der Wirkmechanismus, mit

dem das Auftreten schwerer Arrhythmien verringert wurde, auch wenn diese Abnahme nicht

signifikant war. Wie oben schon erwähnt, zeigte die Auswertung der VF Dauer einen positiven

Effekt durch eine prophylaktische HBOC Applikation.

Die verbesserte Gewebsoxygenierung könnte sich durch eine größere Ischämietoleranz des

Myokards positiv auswirken und dadurch eine Verkleinerung des Infarktes und Reduzierung

der Schwere ventrikulärer Arrhythmien erzielen. Möglicherweise wurde dieser Effekt ergänzt

durch eine erhöhte Sauerstoffextraktion aus dem Lumen des linken Ventrikels in das suben-

dokardiale Herzgewebe, denn in diesem Bereich tritt bei Koronarverschlüssen typischerweise

zuerst eine Hypoxie auf [81]. Wie in Kapitel 2.6 beschrieben, spielt dieser Bereich auch für die

Genese der Phase-1A Arrhythmien und für deren Aufrechterhaltung eine entscheidende Rolle

[21, 87]. In einer Studie mit dem künstlichen Sauerstoffträger PFC konnte gezeigt werden,

dass eine Verkleinerung der epi- und endokardialen Ischämiezone mit einer Verminderung der

Inzidenz von arrhythmischen Ereignissen korreliert [97].

Hinsichtlich des antiarrhythmogenen Effektes von Hämoglobinlösungen gibt es bisher wenig
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Untersuchungen. WALTER et al. untersuchten den Effekt niedermolekularer und polyme-

risierter Hämoglobinlösungen auf isolierte Kardiomyozyten neonataler Ratten [208]. Dabei

zeigte sich ein negativ chronotroper Effekt. Bei der polymerisierten Lösung war dieser Effekt

um 50% reduziert. In einer Studie mit HBOC-200 an Rattenherzen, bei der die prophylak-

tische und die therapeutische Gabe vor 25-minütiger Ischämie untersucht wurde, zeigte sich

eine signifikante Verringerung der Schwere kardialer Arrhythmien im Vergleich zur Positiv-

Kontrollgruppe [19]. Als Begründung wurde eine verminderte Aktivierung von Leukozyten

und des Komplementsystems vermutet. Aber auch die verbesserte Oxygenierung soll einen

positiven Effekt gehabt haben.

5.4 Hämodynamische Wirkungen und Nebenwirkungen von

HBOC

Zu den kardiozirkulatorischen Wirkungen und Nebenwirkungen von HBOC gibt es zahlreiche

Studien. Hierbei kam HBOC auch am Menschen schon mit deutlich höheren Dosierungen

als in unserer Studie zum Einsatz, ohne dass es zu schwerwiegenden Nebenwirkungen kam

[63, 110, 183, 184]. Aus diesem Grund war diese Studie nicht auf Erfassung dieser Effekte

ausgelegt. Dennoch soll auf die beobachteten Effekte eingegangen werden.

5.4.1 Hämodynamik

Nach der Gabe von HBOC kam es zu Änderungen der hämodynamischen Parameter. Die

Herzfrequenz nahm ab (siehe Abbildung 4.5), der mittlere arterielle Druck stieg (siehe Abbil-

dung 4.6), während das Rate-Pressure-Product (RPP, siehe Abbildung 4.7) konstant blieb.

Als Grund für den schon in früheren Studien beobachteten Anstieg des Blutdrucks wird un-

ter anderem die Bindung des Hämoglobins an den endothelial gebildeten Vasodilatator NO

(endothelium derived relaxing factor, EDRF) beschrieben, dessen vasodilatatorische Aktivität

auf diese Weise blockiert wird (NO-Scavenging) [122]. Für einen zusätzlichen Mechanismus

über eine gesteigerte Endothelin-1 Freisetzung durch Hämoglobin spricht eine Studie an Pa-

tienten mit cerebralem Insult, bei denen es nach Gabe von DCLHb (Diaspirin Cross-linked

Hemoglobin) zu einem dosisabhängigen Anstieg der Endothelin-Konzentration kam [169].

Gegen die Inaktivierung von NO als alleinigem kausalen Faktor spricht außerdem, dass im

Rattenmodell von ROHLFS et al. der Blutdruckanstieg nicht von einem Abfall der NO-

Konzentration begleitet war [162]. Darüber hinaus kommen auch intrazelluläre Wirkungen
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von HBOC in Frage. Nach Aufnahme von HBOC durch Endo- oder Transzytose in die Endo-

thelzellen könnte es bereits dort zu einer Reaktion mit vasoaktiven Substanzen kommen [42].

Ein weiterer Risikofaktor für eine Vasokonstriktion sind Verunreinigungen der HBOC-

Lösungen mit Phospholipiden [123]. Durch die in Tabelle 2.1 angegebenen Reinigungsschritte

moderner Lösungen treten diese Nebenwirkungen jedoch seltener auf [1, 16, 111, 124]. Außer-

dem scheint die Zunahme der Molekülgröße wesentlich zur Reduktion der vasokonstriktiven

Effekte beizutragen [14, 15].

Außer der Dosis und der Art der Substanz hat auch die untersuchte Spezies einen Einfluss auf

die Änderung der Hämodynamik. In tierexperimentellen Untersuchungen stieg der MAP um

30 - 80% [22, 73, 74], während im Rahmen einer präoperativen Hämodilution bei Patienten

vor Leberresektion lediglich ein Anstieg um 18% nachgewiesen wurde [189]. Der erhöhte mitt-

lere arterielle Druck beruht auf einer Zunahme des peripheren Gefäßwiderstands und bewirkt

eine Abnahme des Herzzeitvolumens (HZV) [73, 90, 91, 189], während das systemische Sau-

erstoffangebot (DO2) in den angeführten Untersuchungen konstant blieb oder geringer als in

der Kontrollgruppe war. In einem Hamstermodell konnte gezeigt werden, dass im Gegensatz

zu den systemischen Effekten an den arteriellen Widerstandsgefäßen der Anstieg des MAP

nach HBOC-Applikation keine Abnahme des regionalen oder mikrovaskulären Blutflusses in

der Leber oder in der Muskulatur bewirkt [137, 176].

Der pulmonalarterielle Druck (PAP) steigt ebenfalls in Folge einer HBOC-Applikation an

[73]. In einem Experiment an anästhesierten Affen führte eine Applikation von 43 ml/kg

Polyhämoglobin zu einem Anstieg des PAP um 40% [109]. In einer Studie an Schafen mit fast

vollständiger Austauschtransfusion mit einer freien Hb-Konzentration von 8 g/dl und einem

Hämatokrit von 3% zeigte sich ein Anstieg des PAP um 200% [107].

Durch Berechnung des Rate-Pressure-Products (RPP) nach WILKINSON [214] als Maßzahl

für den myokardialen Sauerstoffverbrauch (mVO2) wollten wir feststellen, ob die durch HBOC

veränderten kardiozirkulatorischen Parameter mit einem erhöhten Sauerstoffverbrauch bei

gleichzeitig durch den Reperfusionsschaden erniedrigtem Angebot einhergehen. Es ergaben

sich im gesamten Versuchsablauf mit der langen Reperfusionszeit keine signifikanten Unter-

schiede zwischen den Gruppen. Diese Tatsache erklärt sich aus dem kalkulatorischen Zusam-

menhang von Herzfrequenz und Mitteldruck bei der Berechnung des RPP. In unserer Studie

veränderten sich diese beiden Werte nach HBOC-Applikation gegenläufig, demnach blieb das

Produkt beider Werte annähernd stabil.
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Für eine exakte Bestimmung des myokardialen Sauerstoffverbrauchs wäre es nötig, die arterio-

venöse Sauerstoffdifferenz (avDO2) zwischen der Aorta und dem Sinus coronarius zu messen.

Hierzu müssten allerdings Katheter in die jeweiligen Gefäße eingeführt und Blutproben ent-

nommen werden. Aufgrund der kleinen Gefäßstrukturen bei den Kaninchen haben wir in

dem vorliegenden Versuch darauf verzichtet und stattdessen den indirekten Parameter RPP

verwendet.

5.4.2 Kardiale Effekte

Ein Absinken des Herzzeitvolumens unter HBOC-Medikation wurde relativ einheitlich sowohl

in tierexperimentellen Studien [73, 101, 135] als auch bei Untersuchungen an Menschen [90,

91, 189] gefunden. Als Ursache ist wahrscheinlich der schon oben diskutierte Anstieg des

arteriellen Mitteldrucks anzusehen.

Zu den direkten Wirkungen des HBOC am Herzen gibt es in der Literatur bisher nur wenige

Studien. Der beschriebenen negativen Chronotropie [208] wurde durch die Polymerisation

entgegengewirkt. Die Kontraktilität zeigte sich bei direkter Perfusion mit unmodifiziertem

HBOC unbeeinträchtigt [92]. In einer Studie am Tiermodell konnten MOTTERLINI et al.

[129] eine Potenzierung der vasokonstriktiven Effekte von Acetylcholin auf die Koronararterien

feststellen. Dadurch könnte es zu einer direkten Auswirkung auf das Herz kommen, dessen

Relevanz jedoch noch nicht geklärt ist. Es existiert nämlich auch eine ”in vivo“-Studie am

Hund mit einer ”stroma-freien“ Hämoglobin-Lösung, bei der nach Hämodilution keinerlei

spastische Effekte an den Koronarien festgestellt werden konnten [76].

Positive Effekte durch HBOC zeigten sich in einer Studie, die CARLUCCI et al. am isolierten

Rattenherzen durchführten [20]. Sie konnten nachweisen, dass es nach Anreicherung einer kar-

dioplegen Lösung mit HBOC zu einer deutlichen Verbesserung des Energiehaushalts kommt,

gemessen anhand des Gehalts von ATP. Die Autoren zogen die Schlussfolgerung, dass HBOC

auch im Rahmen der hypothermen Kardioplegie Sauerstoff liefert, den Energiehaushalt ver-

bessert und anabole Reaktionen verbessert, ohne jedoch den oxydativen Stress zu vermindern

[121]. Zum jetzigen Zeitpunkt werden die direkten und indirekten Effekte von HBOC auf die

myokardiale Kontraktilität uneinheitlich beurteilt, und bevor ein abschließendes Urteil gefällt

werden kann, bedarf es weiterer Studien.

74



5.4.3 Methämoglobin

Durch Oxidation des 2-wertigen Eisenatoms im Häm-Molekül des Hämoglobins kommt es

zur Bildung von Methämoglobin (Met-Hb), das seiner Sauerstofftransportfunktion dann

nicht mehr nachkommen kann. Der menschliche Körper besitzt zur Revidierung dieses

natürlichen Prozesses Reduktionsenzyme in den Erythrozyten (Met-Hb-Reduktase). Diese

Enzyme fehlen Hämoglobinlösungen. Somit besteht die Gefahr, dass es durch Infusion von

Hämoglobinlösungen zu Methämoglobinämie kommt. Untersuchungen zeigten, dass es bis zu

einer Met-Hb Konzentration von 10% nicht zu einer Beeinträchtigung der Gewebsoxygenie-

rung kommt [112].

Um negative Effekte im vorliegenden Versuch ganz auszuschließen, wurde die Met-Hb Kon-

zentration in der HBOC-200 Lösung vor Applikation gemessen und die Grenze bei 5% fest-

gesetzt. Es kam sowohl in dem Versuchsarm mit der 2-minütigen Reperfusion (siehe Tabelle

8.20) als auch in dem Versuchsteil mit der langen Reperfusion (siehe Tabelle 8.41) in den mit

HBOC behandelten Gruppen nur zu einem Anstieg auf etwa 1%. Diese Resultate bestätigen

das Ergebnis bisheriger Studien, die in tierexperimentellen Studien [189] und auch in Unter-

suchungen am Menschen [190] keine klinisch relevanten Konzentrationszunahmen feststellen

konnten. Im Prinzip ist es möglich, durch Enkapsulierung des HBOC oder Zugabe von Redox-

Enzymen die Oxidation des Häms zusätzlich zu vermindern [34, 217]. Auf diese Weise würde

ein noch höherer Anteil des Hämoglobins anhaltend für den Sauerstofftransport zur Verfügung

stehen.

5.4.4 Fazit

Die Unbedenklichkeit von niedrig dosiertem HBOC konnte schon in mehreren Studien an

Tieren und Menschen gezeigt werden. Auch in dem vorliegenden tierexperimentellen Versuch

konnten keine relevanten Nebenwirkungen von HBOC-200 festgestellt werden.

5.5 Methodenkritik

5.5.1 Tierspezies

Bei jedem Tiermodell ist eine Übertragung auf den Menschen nur eingeschränkt möglich.

Das gilt auch für die vorliegende Untersuchung, die an Kaninchen durchgeführt wurde. Das
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Studiendesign stellt allerdings eine vielfach publizierte und anerkannte Möglichkeit dar, Er-

kenntnisse über pathophysiologische Vorgänge, die im Rahmen von Ischämie und Reperfusion

ablaufen, zu gewinnen.

Für das von uns benutzte Modell der regionalen Myokardischämie durch Ligatur eines As-

tes der linken Koronararterie oder der Ligatur des linken Koronargefäßes selbst stellen ex-

perimentelle Tierversuche insbesondere an Kaninchen [32, 44, 100, 150, 192, 216], Hunden

[2, 67, 95, 164, 203] und Ratten [88, 139, 173, 201, 204] ein übliches Design dar. Seltener werden

Schweine [65, 131, 132], Schafe oder Primaten [146] verwendet. Der Vorteil der Versuchsmo-

delle an Kaninchen und Ratten gegenüber Hunden besteht im einheitlichen Versorgungstyp

des linken Ventrikels und der fehlenden Kollateralisierung. Diese Tatsache vereinfacht die

Auswertung und Interpretation des Studienergebnisses. Ebenso wird dadurch ein möglichst

einheitliches Ischämieareal gewährleistet, das man in unseren Ergebnissen in Form einer na-

hezu identischen Größe der ”area at risk“ in allen Studiengruppen wiederfinden kann.

Im Gegensatz zu Kaninchen haben Menschen und insbesondere Patienten mit chronischer

Koronargefäßerkrankung eine ausgeprägte Kollateralisierung, die die Folgen eines Koronar-

arterienverschlusses oft deutlich reduzieren kann [81]. Leidet ein Patient an rezidivierenden

Angina pectoris Anfällen, können diese zeitlich begrenzten Ischämien im Sinne eines kar-

dialen ”Preconditioning“ die Folgen eines totalen Verschlusses eines Herzkranzgefäßes erheb-

lich mindern. Bei den in der Versuchsreihe eingesetzten Tieren handelte es sich durchweg

um junge und gesunde Kaninchen mit unverändertem Koronararterienstatus. Diese Faktoren

müssen in die Interpretation im Hinblick auf die Zielgruppe einbezogen werden. Trotz die-

ser Einschränkungen sind Kaninchen neben Ratten die in Studien am häufigsten verwendete

Tierspezies zur Untersuchung von myokardialen Ischämie- und Reperfusionsschäden.

5.5.2 Ischämiedauer und Reperfusionszeit

Für kardiale Ischämie- und Reperfusionsmodelle am Kleintier liegt die in der Literatur ange-

gebene Ischämiedauer zwischen 20 und 90 Minuten [106, 158, 170, 173]. Somit liegt die von

uns verwendete Zeit von 30 Minuten eher im unteren Bereich, ist aber eine durchaus übliche

Dauer [66, 68, 69, 153]. Frühere Erfahrungen unserer Arbeitsgruppe mit einem vergleichbaren

Versuchsmodell an der Ratte zeigten eine relativ hohe Letalität und verschlechterte kardiozir-

kulatorische Parameter gegen Ende der 30-minütigen Ischämiedauer. In der früheren Studie

führte das sogar zu einer Verkürzung auf 25 Minuten Ischämie [18]. Für die aktuelle Studie

wählten wir erneut 30 Minuten als Ischämiedauer, da wir davon ausgingen, dass durch die
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Größe der Kaninchen die Präparationsdauer kürzer sein würde und auch kleinere Blutungen

sowie die regelmäßigen Blutentnahmen von den Tieren besser toleriert würden.

Die Reperfusionsdauer in den Gruppen mit der langen Reperfusionszeit von 240 Minuten ist

deutlich länger als die in anderen Studien verwendete Zeitspanne von 120 Minuten. Auch

eine neue Studie von REFFELMANN et al. konnte keine statistisch signifikante Zunahme

der mittels TTC bestimmten Infarktfläche zwischen 120 und 180 Minuten Reperfusionsdauer

nach 30 Minuten Ischämie in einem Kaninchen-Modell nachweisen [150]. Grundsätzlich wur-

de aber lange Zeit angenommen, dass die mit TTC gemessene Infarktgröße von der Dauer

der Reperfusion abhängt [7]. Wir wählten die 4-stündige Reperfusion, um mögliche Effekte

der HBOC-Therapie, die wir im oben genannten früheren Versuch mit einer nur 2-stündigen

Reperfusion nicht erfasst haben, darstellen zu können. Es ergab sich nämlich nur für die pro-

phylaktische HBOC-Applikation eine signifikante Reduktion der Infarktfläche, während die 30

Minuten später erfolgte therapeutische HBOC-Applikation keine Reduktion der Infarktfläche

zeigte.

Im zweiten Versuchsteil führten wir eine nur 2-minütige Reperfusion durch, um frühe, direkt

nach der Ischämie auftretende Auswirkungen der prophylaktischen und/oder therapeutischen

HBOC-Applikation zu detektieren.

5.5.3
”
Area at risk“ und Infarktareale

Die Wahl der Ligaturstelle im vorliegenden Versuch am ersten Ast der A.circumflexa bedingt

eine eher kleine Ischämiefläche von etwa 30%. Wir folgten einer Modifikation nach YE et al.

[218], die in einem Modell zur Senkung der Mortalität in einem kardialen Ischämiemodell an

Ratten nicht wie in anderen Studien den Hauptstamm der LAD ligierten, sondern erst weiter

peripher den oben beschriebenen Ast unterbanden. Auf diese Weise konnte die Mortalität zwar

deutlich gesenkt werden, aber die Größe der ”area at risk“ nimmt mit zunehmender Entfer-

nung vom Hauptstamm ab. Einige Autoren, die den Hauptstamm okkludierten, beschreiben

Flächen zwischen 30 - 40% in Ischämiestudien an Kaninchen [68, 157], andere konnten so-

gar 50 - 55% des linken Ventrikels als Ischämiezone erzielen [55, 139]. Im Hinblick auf die

Größe des Infarktareals als Anteil der ”area at risk“ liegen die Ergebnisse in unserem Versuch

mit etwa 50% in der Positiv-Kontrollgruppe mit 240-minütiger Reperfusionszeit im Rahmen

dessen, was auch von anderen Autoren angegeben wird [56, 139, 150, 151, 157].
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5.5.4
”
No-reflow“-Areale

Die Bestimmung der Mikroperfusionsverteilung, und damit der Ausprägung des ”no-reflow“-

Phänomens mittels Thioflavin-S, entspricht dem aktuellen Stand der Literatur [62, 95, 150].

Eine weitere experimentelle Möglichkeit zur Bestimmung der Areale mit ”no-reflow“ ist die

Untersuchung mittels radioaktiven oder farbgekoppelten Mikrosphären [68, 150, 151, 163,

164]. Dabei werden die Mikrosphären in das Herz injiziert und gleichzeitig eine Referenzprobe

aus einer Arterie entnommen. Im Anschluss an den Versuch kann dann durch Herauslösen der

Farb- oder radioaktiven Partikel aus dem Gewebe der regionale Blutfluss quantitativ unter-

sucht werden. Ein Vorteil dieser Untersuchung liegt in der Möglichkeit, repetitive Messungen

zu verschiedenen Zeitpunkten durchzuführen.

Man muss an dieser Stelle noch andere mögliche Messmethoden zur Perfusionsmessung nen-

nen, zum einen die Kontrastechokardiographie, die neuerdings auch für Kleintier validiert ist

[141], zum anderen die Messung mittels SPECT (Single Photon Emission-Computed Tomogra-

phy), die für Hunde validiert wurde [166]. Beide Methoden sind sehr aufwändig, verursachen

höhere Kosten und erfordern erfahrene Untersucher. Angesichts dieser Tatsachen erschien die

bewährte Messung mit Thioflavin-S für unsere Studie vorteilhafter zu sein.

5.6 Ausblick

In der vorliegenden Untersuchung konnte erstmalig gezeigt werden, dass sowohl die prophy-

laktische als auch die therapeutische Applikation der zellfreien Rinder-Hämoglobinlösung

HBOC-200 zu einer signifikanten Reduktion der Infarktfläche nach Ischämie und Reperfu-

sion führt. Allerdings konnte unsere Hypothese, dass HBOC die Mikroperfusionsverteilung

verbessert und es über diesen Mechanismus zu der Reduktion der Gewebsschäden kommt,

nicht bestätigt werden.

Angesichts der signifikanten Reduktion der Infarktflächen und der zumindest im Versuchs-

abschnitt mit der 240-minütigen Reperfusion leicht reduzierten Schwere der Arrhythmien in

der Prophylaxegruppe erscheint es uns angesichts des möglichen Benefits, den ein kardialer

Risikopatient durch eine perioperative HBOC-Gabe erhalten könnte, zwingend erforderlich,

den Einfluss zellfreier Hämoglobin-Lösungen auf die Oxygenierung im Rahmen von Ischämie

und Reperfusion weiter zu untersuchen.

Zu den in Zukunft möglichen wissenschaftlichen Ansätzen zählt die Untersuchung des Ein-

flusses von HBOC auf die Leukozyten-Endothel-Interaktion und auf das Komplementsystem.
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Auch die Effekte auf die Bildung sogenannter ”heat shock Proteine“ (HSP), insbesondere

der (kardio-)protektiven Hämoxygenasen HO-1 und HO-2 sollten untersucht werden, da die-

se Enzyme im Abbau des Hämoglobins eine Rolle spielen und möglicherweise durch freies

Hämoglobin induziert werden.

Es erscheint auch sinnvoll, andere künstliche Sauerstoffträger, wie zum Beispiel die bereits er-

folgreich therapeutisch eingesetzten Perfluorocarbone (PFC), auch auf deren prophylaktische

Anwendung zu testen.

Langfristig ist es aber erforderlich, multizentrische, klinische Studien an Risikopatienten mit

KHK und geplanten Risikoeingriffen durchzuführen, um eine mögliche Verbesserung von Mor-

talität und Morbidität durch eine perioperative HBOC-Gabe feststellen zu können.
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6 Zusammenfassung

Hintergrund

Das Risiko für Patienten mit koronarer Herzkrankheit, im Rahmen eines nicht herzchirurgi-

schen Eingriffs eine perioperative Myokardischämie zu erleiden, wird in unterschiedlichen Stu-

dien mit etwa 3% beziffert. Klinisch äußert sich diese Ischämie mit Herzrhythmusstörungen,

Angina pectoris bis hin zum manifesten Myokardinfarkt mit hoher Letalität. Neben der heut-

zutage verbreiteten medikamentösen Prophylaxe mit β-Blockern könnte eine Gabe plasmati-

scher Sauerstoffträger wie zum Beispiel dem HBOC-200 zu einer Reduktion der Auswirkungen

dieser Komplikationen führen.

Fragestellung
In der vorliegenden Studie sollte die Hypothese überprüft werden, ob der Reduktion der myo-

kardialen Infarktareale nach koronarer Ischämie und Reperfusion durch die prophylaktische

oder therapeutische Applikation der zellfreien Hämoglobinlösung HBOC-200 eine Verbesse-

rung der myokardialen Perfusionsverteilung zugrunde liegt. Auch eine mögliche Reduzierung

der Schwere Ischämie-induzierter Herzrhythmusstörungen sollte überprüft werden.

Methodik
Die Untersuchung erfolgte prospektiv, randomisiert und bezogen auf die Auswertung verblin-

det. Um die Effekte der Ischämie und der Reperfusion unterscheiden zu können, wurden 2

Versuchsarme gebildet. Im ersten Versuchsteil, in den insgesamt 24 Tiere eingeschlossen wur-

den, erfolgte eine 30-minütige Ischämie, gefolgt von einer 2-minütigen Reperfusion (Gruppe

5-8). Der zweite Versuchsteil umfasste 29 Tiere, und bei gleicher Ischämiedauer wurde die

Reperfusion auf 240 Minuten ausgedehnt (Gruppe 1-4).

Alle Versuchstiere erhielten eine intravenöse Allgemeinanästhesie und wurden kontrolliert

beatmet. Nach Instrumentierung und Thorakotomie erfolgte die randomisierte Zuteilung in

die verschiedenen Gruppen sowie die Versuchsarme mit kurzer oder langer Reperfusion. Die
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Tiere der Gruppen 1 und 5 (Negativ-Kontrolle) erhielten Placebo und keine Koronararte-

rienligatur. Die Tiere der Gruppen 2 und 6 (Positiv-Kontrolle) erhielten Placebo und eine

Koronararterienligatur. Die Tiere der Versuchsgruppen 3 und 7 (Therapiegruppe) erhielten

0,4 g/kg HBOC-200 15 Minuten nach der Koronararterienligatur, während die Tiere der Grup-

pen 4 und 8 (Prophylaxegruppen) 0,4 g/kg HBOC-200 10 Minuten vor der Koronarligatur

erhielten.

Die Ligatur wurde für 30 Minuten aufrechterhalten, gefolgt von der entsprechenden Reperfu-

sionszeit. Die Größe der “no-reflow“-Areale wurde nach ”in vivo“-Injektion von Thioflavin-S

4% planimetrisch bestimmt. Die Darstellung der ”area at risk“ erfolgte durch die Injektion

von Patentblau, während die Größe der Infarktareale durch ”in vitro“-Färbung mit Triphenyl-

Tetrazolium-Chlorid (TTC) quantifiziert wurde. Neben einer kontinuierlichen Überwachung

aller Basisparameter wie Hämodynamik, Blutgase und Elektrolyte erfolgte eine computer-

gestützte Aufzeichnung kardialer Arrhythmien.

Ergebnisse
Die Demographie und die Basisparameter unterschieden sich nicht zwischen den Gruppen. In

Folge der Applikation von HBOC-200 stieg der systemische Blutdruck temporär an, während

die Herzfrequenz vorübergehend abnahm. Das Rate-Pressure Product als Ausdruck des myo-

kardialen Sauerstoffverbrauches blieb stabil.

In dem Versuchsabschnitt mit 2-minütiger Reperfusion ist eine Bestimmung des Infarktareals

mit TTC nicht möglich. Das ”no-reflow“-Areal zeigte keine signifikanten Unterschiede.

Das Infarktareal im TTC-Nachweis nach 240-minütiger Reperfusion, bezogen auf die ”area

at risk“, wurde sowohl durch die prophylaktische (25±13%, p=0,026) als auch die thera-

peutische Applikation (22±20%, p=0,009) von HBOC-200 im Vergleich zur Positiv-Kontrolle

(48±17%) reduziert. Die ”area at risk“ zeigte in allen Gruppen eine vergleichbare Größe.

Trotzdem waren die ”no-reflow“-Areale, deren Größe in Abhängigkeit der Reperfusionszeit

deutlich zunahm, nicht unterschiedlich zwischen den Gruppen, die einer Koronararterienliga-

tur unterzogen wurden. Die Auswertung der Herzrhythmusstörungen zeigte keine signifikanten

Differenzen zwischen den Gruppen.

Schlussfolgerungen
Die Größe des Infarktareals nach kardialer Ischämie und Reperfusion wurde sowohl durch die

prophylaktische als auch durch die therapeutische Applikation von 0,4 g/kg HBOC-200 signi-

fikant verringert. Die in diesem Modell zu untersuchende Hypothese einer Reduktion der ”no-
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reflow“-Areale durch HBOC-200 als Mechanismus dieses Effektes konnte nicht bestätigt wer-

den. Weitere Untersuchungen müssen klären, ob die Infarktreduktion ein Effekt der Erhöhung

des regionalen Sauerstoffangebots und der erleichterten Sauerstoffabgabe durch HBOC ist

oder ob andere Wirkmechanismen zusätzlich eine Rolle spielen. Weitergehende Experimen-

te mit dem Ziel eines perioperativen prophylaktischen oder therapeutischen Einsatzes von

bovinen Hämoglobinlösungen bei kardialen Risikopatienten erscheinen damit notwendig und

sinnvoll.
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semodell bei dem Hund. Anästh Intensivmed. 2000;41:481.

[11] Becker BF, Massoudy P, Permanetter B, Raschke P, Zahler S. Possible significance of

free oxygen radicals for reperfuion injury. Z Kardiol. 1993;82:49-58
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8 Anhang

8.1 Tabellen Reperfusionszeit 2 Minuten

8.1.1 Gewicht

Negativ-

Kontrolle

Positiv-Kontrolle Therapie Prophylaxe

Gewicht (kg) 2,3±0,4 2,67±0,3 2,69±0,3 2,5 ± 0,3

Tabelle 8.1: Darstellung des Körpergewichts der Versuchstiere (MW±SD)

8.1.2 Hämodynamik und Körpertemperatur

HF (1 min−1) Negativ-Kontrolle Positiv-Kontrolle Therapie Prophylaxe

Ruhephase + 30 min 184±25 183±30 200±43 203±16

Applikation 1 + 5 min 185±25 180±25 200±36 202±16

Applikation 1 + 15 min 192±28 179±27 188±17 181±6

Applikation 1 + 25 min 205±32 183±26 196±24 175±7

Ligatur + 5 min 203±34 193±24 209±33 200±10

Applikation 2 205±31 197±27 177±77 220±43

Ligatur + 20 min 201±25 200±26 225±34 213±21

Ligatur + 25 min 203±33 204±27 208±43 214±20

Reperfusion + 2 min 208±30 202±29 223±39 211±21

Tabelle 8.2: Darstellung der Herzfrequenz der Versuchstiere (MW±SD)
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MAP (mmHg) Negativ-Kontrolle Positiv-Kontrolle Therapie Prophylaxe

Ruhephase + 30 min 68±10 58±9 58±12 59±8

Applikation 1 + 5 min 66±14 56±8 56±13 59±7

Applikation 1 + 15 min 66±10 56±8 57±15 67±9

Applikation 1 + 25 min 65±8 58±12 57±16 64±9

Ligatur + 5 min 62±8 59±13 53±9 69±9

Applikation 2 63±8 60±11 54±8 57±25

Ligatur + 20 min 65±8 57±11 54±17 61±16

Ligatur + 25 min 64±8 57±10 55±13 60±10

Reperfusion + 2 min 62±9 56±9 57±10 64±10

Tabelle 8.3: Darstellung der mittleren arteriellen Druckwerte (MW±SD)

◦Celsius Negativ-Kontrolle Positiv-Kontrolle Therapie Prophylaxe

Ruhephase + 30 min 38,4±0,5 37,9±0,3 38,3±0,6 38,4±0,5

Applikation 1 + 5 min 38,3±0,3 38,0±0,3 38,2±0,5 38,4±0,5

Ligatur + 5 min 38,3±0,4 37,9±0,5 38,1±0,4 38,1±0,4

Ligatur + 20 min 38,2±0,5 37,9±0,4 38,1±0,5 38,1±0,4

Reperfusion + 2 min 38,2±0,4 38,2±0,4 38,2±0,4 38,2±0,4

Tabelle 8.4: Rektale Körpertemperatur (MW±SD)

8.1.3 Blutgasanalyse

pH Negativ-Kontrolle Positiv-Kontrolle Therapie Prophylaxe

Ruhephase + 30 min 7,47±0,06 7,55±0,06 7,51±0,04 7,51±0,03

Applikation 1 + 5 min 7,45±0,04 7,54±0,05* 7,52±0,07* 7,50±0,06

Ligatur + 5 min 7,43±0,05 7,52±0,04 7,52±0,03 7,47±0,06

Ligatur + 20 min 7,42±0,05 7,49±0,06 7,43±0,1 7,43±0,05

Reperfusion + 2 min 7,42±0,06 7,51±0,06 7,43±0,08 7,43±0,05

Tabelle 8.5: pH-Wert (*p<0,05 vs. Negativ Kontrolle)(MW±SD)
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paCO2 (mmHg) Negativ-Kontrolle Positiv-Kontrolle Therapie Prophylaxe

Ruhephase + 30 min 37±5 35±3 38±5 40±10

Applikation 1 + 5 min 38±4 32±5 34±7 39±6

Ligatur + 5 min 41±3 35±3 35±5 43±10

Ligatur + 20 min 41±4 35±6 39±10 43±11

Reperfusion + 2 min 39±4 35±4 36±9 41±8

Tabelle 8.6: Arterieller Kohlendioxidpartialdruck (paCO2)(MW±SD)

FIO2 (%) Negativ-Kontrolle Positiv-Kontrolle Therapie Prophylaxe

Ruhephase + 30 min 37,6±9 33,6±2 34,3±4 34,3±4

Applikation 1 + 5 min 37,1±9 34,3±4 35,5±3 34,3±3

Ligatur + 5 min 30,8±2 36,0±4 34,5±1 36,5±4

Ligatur + 20 min 30,8±2 34,3±5 48±29 43,8±21

Reperfusion + 2 min 30,8±1 33,1±4 36,2±8 33,6±3

Tabelle 8.7: Inspiratorische Sauerstoffkonzentration (FIO2)(MW±SD)

paO2 (mmHg) Negativ-Kontrolle Positiv-Kontrolle Therapie Prophylaxe

Ruhephase + 30 min 151±95 119±27 88±9 96±10

Applikation 1 + 5 min 121±49 123±26 91±8 108±18

Ligatur + 5 min 85±24 122±31 101±14 92±31

Ligatur + 20 min 84±14 106±26 119±36 93±54

Reperfusion + 2 min 92±9 106±25 108±35 83±24

Tabelle 8.8: Arterieller Sauerstoffpartialdruck (paO2)(MW±SD)

SaO2 (%) Negativ-Kontrolle Positiv-Kontrolle Therapie Prophylaxe

Ruhephase + 30 min 97,8±2 98±1 94,6±2 96,9±1

Applikation 1 + 5 min 97,6±1 97,5±1 94,9±2 95,7±2

Ligatur + 5 min 93±5 97,7±2 95,4±2 92,5±4

Ligatur + 20 min 94,7±2 96,8±3 90,9±8 86,7±15

Reperfusion + 2 min 95,3±1 97,4±1 92,2±5 88,9±12

Tabelle 8.9: Arterielle Sauerstoffsättigung (SaO2)(MW±SD)
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HCO3 (mmol/l) Negativ-Kontrolle Positiv-Kontrolle Therapie Prophylaxe

Ruhephase + 30 min 27±3 31±3 30±3 32±8

Applikation 1 + 5 min 26±4 27±4 28±3 31±6

Ligatur + 5 min 27±2 28±2 27±2 31±7

Ligatur + 20 min 26±2 26±4 25±3 28±6

Reperfusion + 2 min 25±3 28±2 24±4 27±5

Tabelle 8.10: Standardbikarbonat (HCO3)(MW±SD)

SBE (mmol/l) Negativ-Kontrolle Positiv-Kontrolle Therapie Prophylaxe

Ruhephase + 30 min 3±3 8±3 7±3 9±7

Applikation 1 + 5 min 2±2 4±4 5±3 7±6

Ligatur + 5 min 3±2 5±2 6±3 7±6

Ligatur + 20 min 2±2 4±3 1±3 4±6

Reperfusion + 2 min 1±3 5±2 0±4 3±6

Tabelle 8.11: Standardbasenüberschuss (SBE)(MW±SD)

8.1.4 Elektrolyte und Blutzucker

Na+ (mmol/l) Negativ-Kontrolle Positiv-Kontrolle Therapie Prophylaxe

Ruhephase + 30 min 144±3 141±2 142±1 141±2

Applikation 1 + 5 min 143±1 143±1 143±1 140±4

Ligatur + 5 min 144±2 142±1 140±5 142±2

Ligatur + 20 min 144±2 143±1 141±3 142±3

Reperfusion + 2 min 144±1 141±2 142±2 141±3

Tabelle 8.12: Natrium (Na+)(MW±SD)
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K+ (mmol/l) Negativ-Kontrolle Positiv-Kontrolle Therapie Prophylaxe

Ruhephase + 30 min 3,3±0,3 3,4±0,5 3,3±0,4 3,3±0,5

Applikation 1 + 5 min 3,0±0,3 3,0±0,3 3,0±0,5 3,3±0,4

Ligatur + 5 min 3,1±0,3 3,3±0,5 3,5±0,2 3,2±0,5

Ligatur + 20 min 3,1±0,3 3,1±0,4 3,5±0,5 3,2±0,5

Reperfusion + 2 min 3,1±0,3 3,5±0,5 3,2±0,6 3,3±0,4

Tabelle 8.13: Kalium (K+)(MW±SD)

Ca++ (mmol/l) Negativ-Kontrolle Positiv-Kontrolle Therapie Prophylaxe

Ruhephase + 30 min 1,47±0,07 1,4±0,03 1,36±0,1 1,3±0,1*

Applikation 1 + 5 min 1,48±0,06 1,29±0,08* 1,29±0,05* 1,29±0,09*

Ligatur + 5 min 1,5±0,07 1,37±0,05 1,37±0,1 1,30±0,1*

Ligatur + 20 min 1,5±0,09 1,32±0,09* 1,34 ±0,09* 1,29±0,08*

Reperfusion + 2 min 1,48±0,07 1,35±0,06 1,26±0,09* 1,35±0,1*

Tabelle 8.14: Ionisiertes Calcium (Ca++, *p<0,05 vs. Negativ Kontrolle)(MW±SD)

BZ (mg/dl) Negativ-Kontrolle Positiv-Kontrolle Therapie Prophylaxe

Ruhephase + 30 min 120±21 131±12 117±8 135±12

Applikation 1 + 5 min 129±46 125±9 119±7 131±15

Ligatur + 5 min 123±40 130±11 145±40 131±10

Ligatur + 20 min 134±46 137±24 229±90 168±41

Reperfusion + 2 min 147±53 141±13 211±64 186±47

Tabelle 8.15: Blutzucker (BZ)(MW±SD)
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8.1.5 Hämoglobinkonzentrationen

tHb (g/dl) Negativ-Kontrolle Positiv-Kontrolle Therapie Prophylaxe

Ruhephase + 30 min 14±1 13,1±1,1 13,1±1,7 13,8±1

Applikation 1 + 5 min 12,9±1,2 11,6±1 11,9±1 12,8±0,6

Ligatur + 5 min 13,2±1,1 12±0,5 12,2±0,7 13±0,6

Ligatur + 20 min 12,8±0,9 11,5±1 11,6±0,7 12,4±1,4

Reperfusion + 2 min 12,2±0,9 11,2±1 10,9±0,8 11,6±1

Tabelle 8.16: Gesamthämoglobin (tHb)(MW±SD)

HbO2 (%) Negativ-Kontrolle Positiv-Kontrolle Therapie Prophylaxe

Ruhephase + 30 min 96,2±2* 96,8±1* 93±3 95,3±1

Applikation 1 + 5 min 96±1,2* 95±1,2* 93,4±2 94,1±1

Ligatur + 5 min 91,6±5 96,2±2 93,8±2 91±4

Ligatur + 20 min 93,2±2 95,2±3 89,6±8 85,4±14

Reperfusion + 2 min 93,9±1 95,8±1 90,7±5 87,6±11

Tabelle 8.17: Oxyhämoglobin (HbO2, *p<0,05 vs. Prophylaxe)(MW±SD)

HbCO (%) Negativ-Kontrolle Positiv-Kontrolle Therapie Prophylaxe

Ruhephase + 30 min 1±0,3 1±0,3 0,8±0,4 1±0,3

Applikation 1 + 5 min 1±0,3 1±0,3 1±0,2 1±0,3

Ligatur + 5 min 0,9±0,3 1±0,3 1±0,4 0,9±0,6

Ligatur + 20 min 1±0,3 1±0,4 0,6±0,4 0,8±0,5

Reperfusion + 2 min 1±0,1 1±0,3 0,6±0,3 0,8±0,5

Tabelle 8.18: Carboxyhämoglobin (HbCO)(MW±SD)
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pHb (g/dl) Negativ-Kontrolle Positiv-Kontrolle Therapie Prophylaxe

Ruhephase + 30 min 0±0 0±0 0±0 0±0

Applikation 1 + 5 min 0±0* 0±0* 0±0* 1±0,5

Ligatur + 5 min 0±0* 0±0* 0±0* 1±0,5

Ligatur + 20 min 0±0*# 0±0*# 0,9±0,4 1,1±0,2

Reperfusion + 2 min 0±0*# 0±0*# 0,8±0,4 1±0,1

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

Therapie)(MW±SD)

MetHb (g/dl) Negativ-Kontrolle Positiv-Kontrolle Therapie Prophylaxe

Ruhephase + 30 min 0,5±0,06 0,6±0,1 0,6±0,3 0,6±0,2

Applikation 1 + 5 min 0,6±0,1 0,6±0,1 0,5 ±0,1 0,7±0,3

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

Ligatur + 20 min 0,6±0,08 0,6±0,1 0,6±0,3 0,7±0,2

Reperfusion + 2 min 0,6±0,08 0,6±0,1 0,5±0,3 0,6±0,08

Tabelle 8.20: Methämoglobin (MetHb)(MW±SD)

8.1.6 Flächenauswertung

Negativ-Kontrolle Positiv-Kontrolle Therapie Prophylaxe

”Area at risk“ (% LV) 36±3 32±4 33±1 33±1

”no-reflow“ (% AR) 7,7±9 6,1±3 20±28 10±8

Infarktgröße (% AR) n.a. n.a. n.a. n.a.

Tabelle 8.21: Ergebnisse der Flächenauswertung(MW±SD)(LV = Größe des linken Ventrikels, AR =

”Area at risk“, n.a. = nicht ausgewertet)
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8.2 Tabellen Reperfusionszeit 240 Minuten

8.2.1 Gewicht

Negativ-

Kontrolle

Positiv-Kontrolle Therapie Prophylaxe

Gewicht (kg) 3,05±0,1 3,09±0,1 3,13±0,1 3,12±0,1

Tabelle 8.22: Darstellung des Körpergewichts der Versuchstiere (MW±SD)
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8.2.2 Hämodynamik und Körpertemperatur

HF (1 min−1) Negativ-Kontrolle Positiv-Kontrolle Therapie Prophylaxe

Ruhephase + 30 min 214±12 227±29 206±21 221±31

Applikation 1 + 5 min 215±14 226±20 212±23 217±35

Applikation 1 + 15 min 217±12 219±17 212±23 194±35

Applikation 1 + 25 min 223±5 228±14* 214±22 188±37

Ligatur + 5 min 225±4 221±37 221±24 196±36

Applikation 2 226±8 215±17 190±31 194±37

Ligatur + 20 min 221±25 233±26* 202±22 193±31

Ligatur + 25 min 224±24 241±24*# 196±27 203±33

Reperfusion + 2 min 229±13 238±24# 189±23 191±33

Reperfusion + 10 min 241±15* 232±30* 206±25 194±28

Reperfusion + 20 min 238±13 239±26# 195±27 203±36

Reperfusion + 30 min 234±18 242±20*# 202±28 203±30

Reperfusion + 40 min 228±16 243±16*# 203±27 199±24

Reperfusion + 50 min 227±14 245±20*# 207±22 207±22

Reperfusion + 60 min 233±12 249±19*# 205±27 209±22

Reperfusion + 90 min 229±24 255±26*# 202±19 213±21

Reperfusion + 120 min 240±18 240±32# 203±17 210±25

Reperfusion + 150 min 238±22* 245±29*# 207±22 201±21

Reperfusion + 180 min 237±20* 236±21*# 191±40 188±24

Reperfusion + 210 min 240±10 243±25# 214±24 210±21

Reperfusion + 240 min 235±19 244±23* 208±25 212±21

Tabelle 8.23: Darstellung der Herzfrequenz der Versuchstiere (1/min, *p<0,05 vs. Prophylaxe,

#p<0,05 vs. Therapie)(MW±SD)
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MAP (mmHg) Negativ-Kontrolle Positiv-Kontrolle Therapie Prophylaxe

Ruhephase + 30 min 65±7 56±9 62±7 62±10

Applikation 1 + 5 min 63±9 57±7 61±9 64±10

Applikation 1 + 15 min 62±4* 58±4* 60±6* 74±10

Applikation 1 + 25 min 60±6 61±8 59±5* 72±11

Ligatur + 5 min 61±6 59±7* 61±5 73±12

Applikation 2 63±5 56±7* 54±7* 72±12

Ligatur + 20 min 63±9 54±9 60±13 69±13

Ligatur + 25 min 61±4 54±6 61±11 69±11

Reperfusion + 2 min 58±2 51±8* 64±7 68±11

Reperfusion + 10 min 57±3 49±5*# 59±9 66±10

Reperfusion + 20 min 59±6 50±5* 60±8 65±12

Reperfusion + 30 min 57±5 49±5* 58±10 64±13

Reperfusion + 40 min 56±5 50±3 59±9 59±18

Reperfusion + 50 min 57±3 51±4* 58±5 65±13

Reperfusion + 60 min 56±3 52±4* 59±5 65±13

Reperfusion + 90 min 55±3 52±5* 57±6 65±11

Reperfusion + 120 min 56±3 51±6* 57±6 64±11

Reperfusion + 150 min 55±3 50±4* 57±9 61±8

Reperfusion + 180 min 54±4 50±5 54±9 61±10

Reperfusion + 210 min 51±8 48±4 57±14 58±12

Reperfusion + 240 min 55± 48±6 54±14 62±15

Tabelle 8.24: Darstellung der mittleren arteriellen Druckwerte (mmHg, *p<0,05 vs. Prophylaxe,

#p<0,05 vs. Therapie)(MW±SD)
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RPP (mmHg/min) Negativ-Kontrolle Positiv-Kontrolle Therapie Prophylaxe

Ruhephase + 30 min 13,9±2 12,6±2 12,7±2 13,8±4

Applikation 1 + 5 min 13,6±2 12,8±2 12,9±2 13,9±3

Applikation 1 + 15 min 13,6±1 12,8±2 12,8±2 14,7±5

Applikation 1 + 25 min 13,3±1 13,9±2 12,6±2 13,7±5

Ligatur + 5 min 14,3±2 11,9±2 10±3 14,1±5

Applikation 2 14,1±3 12,6±3 12±3 13,4±4

Ligatur + 20 min 13,6±2 13,1±2 11,9±3 14,1±4

Ligatur + 25 min 13,2±1 12±2 12±2 13±3

Reperfusion + 2 min 13,6±1 11,3±2 12±2 12,8±3

Reperfusion + 10 min 13,9±2* 12±2 11,7±2 13,3±4

Reperfusion + 20 min 13,2±2 11,9±2 11,7±3 13,1±4

Reperfusion + 30 min 12,6±1 12,0±1 12,1±3 11,6±4

Reperfusion + 40 min 12,9±1 12,4±2 11,9±2 13,6±4

Reperfusion + 50 min 13±1 12,9±2 12,1±2 13,8±4

Reperfusion + 60 min 12,6±1 13,2±2 11,5±2 14,1±4

Reperfusion + 90 min 13,4±1 12,1±2 11,6±2 13,5±3

Reperfusion + 120 min 13±1 12,2±2 11,9±3 12±2

Reperfusion + 150 min 13±1 12,2±2 11,9±3 12±2

Reperfusion + 180 min 12,8±1 11,7±2 10,3±3 11,4±2

Reperfusion + 210 min 12,3±2 11,7±2 12,3±4 12,3±3

Reperfusion + 240 min 12,9±2 11,7±2 11,2±4 13,2±4

Tabelle 8.25: Rate Pressure Product (RPP, *p<0,05 vs. Prophylaxe)(MW±SD)
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◦Celsius Negativ-Kontrolle Positiv-Kontrolle Therapie Prophylaxe

Ruhephase + 30 min 38,2±0,3 38,2±0,6 37,9±0,6 38,0±0,6

Applikation 1 + 5 min 38,2±0,2 38,2±6 37,9±0,6 37,9±0,6

Ligatur + 5 min 38,2±0,2 38,1±0,2 37,9±0,5 37,9±0,5

Ligatur + 20 min 38,2±0,3 38,1±0,5 37,9±0,5 37,8±0,4

Reperfusion + 2 min 38,2±0,2 38,1±0,3 37,8±0,5 37,8±0,3

Reperfusion + 60 min 38,1±0,3 38,0±0,4 38,2±0,5 38,0±0,3

Reperfusion + 120 min 38,5±0,6 38,5±0,3 38,3±0,4 38,4±0,5

Reperfusion + 180 min 38,5±0,5 38,5±0,4 38,3±0,2 38,3±0,5

Reperfusion + 240 min 38,1±0,3 38,2±0,6 38,0±0,5 38,3±0,5

Tabelle 8.26: Rektale Körpertemperatur(MW±SD)

8.2.3 Blutgasanalyse

pH Negativ-Kontrolle Positiv-Kontrolle Therapie Prophylaxe

Ruhephase + 30 min 7,46±0,05 7,48±0,05 7,52±0,03 7,52±0,05

Applikation 1 + 5 min 7,46±0,04 7,47±0,05 7,51±0,04 7,46±0,06

Ligatur + 5 min 7,45±0,04 7,48±0,06 7,51±0,04 7,50±0,08

Ligatur + 20 min 7,45±0,04 7,43±0,07 7,46±0,05 7,49±0,07

Reperfusion + 2 min 7,45±0,05 7,42±0,08 7,43±0,07 7,49±0,07

Reperfusion + 240 min 7,41±0,1 7,43±0,04 7,43±0,05 7,45±0,06

Tabelle 8.27: pH-Wert(MW±SD)

paCO2 (mmHg) Negativ-Kontrolle Positiv-Kontrolle Therapie Prophylaxe

Ruhephase + 30 min 34±5 35±5 35±3 35±6

Applikation 1 + 5 min 34±5 35±5 36±4 41±5

Ligatur + 5 min 34±5 35±4 35±3 37±4

Ligatur + 20 min 34±2 36±6 38±5 36±2

Reperfusion + 2 min 34±3 35±5 34±3 35±2

Reperfusion + 240 min 37±6 38±3 39±3 38±6

Tabelle 8.28: Arterieller Kohlendioxidpartialdruck (paCO2)(MW±SD)
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paO2 (mmHg) Negativ-Kontrolle Positiv-Kontrolle Therapie Prophylaxe

Ruhephase + 30 min 109±33 119±19 115±25 124±28

Applikation 1 + 5 min 126±33 117±24 106±22 113±26

Ligatur + 5 min 115±21 120±22 106±18 126±25

Ligatur + 20 min 111±21 180±126 140±63 165±97

Reperfusion + 2 min 112±24 109±20 104±20 146±50

Reperfusion + 240 min 162±99 137±34 165±110 141±29

Tabelle 8.29: Arterieller Sauerstoffpartialdruck (paO2)(MW±SD)

SaO2 (%) Negativ-Kontrolle Positiv-Kontrolle Therapie Prophylaxe

Ruhephase + 30 min 97±2 97,7±1 97,2±2 97,9±1

Applikation 1 + 5 min 98,3±1 97,3±1 97,1±1 96±1

Ligatur + 5 min 97,2±2 97,5±1 96,9±2 96,3±1

Ligatur + 20 min 97,2±2 97,5±1 94,7±6 97,3±1

Reperfusion + 2 min 98,2±1 96,6±1 94,2±3 97,2±1

Reperfusion + 240 min 98±1 97,3±1,3 94,9±1 97,4±2

Tabelle 8.30: Arterielle Sauerstoffsättigung (SaO2)(MW±SD)

HCO3 (mmol/l) Negativ-Kontrolle Positiv-Kontrolle Therapie Prophylaxe

Ruhephase + 30 min 24±2 26±4 29±4 27±4

Applikation 1 + 5 min 24±2 25±4 29±5 29±5

Ligatur + 5 min 24±2 25±3 28±3 28±4

Ligatur + 20 min 24±2 23±4 26±3 27±4

Reperfusion + 2 min 24±2 23±4 26±3 27±4

Reperfusion + 240 min 25±3 24±2 25±3 25±3

Tabelle 8.31: Standardbikarbonat (HCO3)(MW±SD)
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SBE (mmol/l) Negativ-Kontrolle Positiv-Kontrolle Therapie Prophylaxe

Ruhephase + 30 min 1±3 3±4 6±4 5±5

Applikation 1 + 5 min 1±2 2±4 5±4 5±5

Ligatur + 5 min 1±2 2±4 5±3 5±5

Ligatur + 20 min 1±2 0±4 3±4 4±4

Reperfusion + 2 min 0±2 0±4 2±3 3±4

Reperfusion + 240 min 1±4 1±2 2±3 2±3

Tabelle 8.32: Standardbasenüberschuss (SBE)(MW±SD)

8.2.4 Elektrolyte und Blutzucker

Na+ (mmol/l) Negativ-Kontrolle Positiv-Kontrolle Therapie Prophylaxe

Ruhephase + 30 min 140±1 141±2 142±2 142±2

Applikation 1 + 5 min 140±1 142±2 142±1 141±3

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

Ligatur + 20 min 140±1 141±2 142±2 141±2

Reperfusion + 2 min 140±1 141±2 142±2 142±2

Reperfusion + 240 min 140±2 142±2 142±2 141±2

Tabelle 8.33: Natrium (Na+)(MW±SD)

K+ (mmol/l) Negativ-Kontrolle Positiv-Kontrolle Therapie Prophylaxe

Ruhephase + 30 min 3,3±0,3 3,3±0,5 3,2±0,2 3,0±0,2

Applikation 1 + 5 min 3,1±0,2 3,1±0,5 3,1±0,2 3,0±0,3

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

Ligatur + 20 min 3,0±0,2 3,1±0,5 3,2±0,2 2,9±0,3

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

Reperfusion + 240 min 3,3±0,2 3,7±0,6 3,8±0,3 3,5±0,3

Tabelle 8.34: Kalium (K+)(MW±SD)
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Ca++ (mmol/l) Negativ-Kontrolle Positiv-Kontrolle Therapie Prophylaxe

Ruhephase + 30 min 1,38±0,08 1,4±0,08 1,43±0,1 1,39±0,1

Applikation 1 + 5 min 1,37±0,07 1,35±0,1 1,4±0,09 1,38±0,1

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

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

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

Reperfusion + 240 min 1,3±0,07 1,35±0,07 1,35±0,09 1,35±0,2

Tabelle 8.35: Ionisiertes Calcium (Ca++)(MW±SD)

BZ (mg/dl) Negativ-Kontrolle Positiv-Kontrolle Therapie Prophylaxe

Ruhephase + 30 min 118±24 126±23 114±13 122±34

Applikation 1 + 5 min 117±19 130±9 121±10 138±43

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

Ligatur + 20 min 118±23 177±60 172±58 135±37

Reperfusion + 2 min 132±20 165±67 171±71 131±39

Reperfusion + 240 min 172±72 167±31 174±29 174±51

Tabelle 8.36: Blutzucker (BZ)(MW±SD)

8.2.5 Hämoglobinkonzentrationen

tHb (g/dl) Negativ-Kontrolle Positiv-Kontrolle Therapie Prophylaxe

Ruhephase + 30 min 12,2±0,6 12,9±0,6 13±0,7 13,2±1

Applikation 1 + 5 min 11,7±0,5 11,9±1 12±1 12,4±0,8

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

Ligatur + 20 min 11,7±0,5 11,5±1 12±0,4 12,2±1

Reperfusion + 2 min 10,8±0,9 11,3±1 11,8±0,7 11,9±1

Reperfusion + 240 min 10,3±1 11,4±0,8 11,4±1,2 11,2±1

Tabelle 8.37: Gesamthämoglobin (tHb)(MW±SD)
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HbO2 (%) Negativ-Kontrolle Positiv-Kontrolle Therapie Prophylaxe

Ruhephase + 30 min 95,5±2 96±1 95,4±2 96,2±1

Applikation 1 + 5 min 97,1±1# 95,6±1 94,9±2 94,4±1

Ligatur + 5 min 96,4±1 95,9±1 95±1 94,9±1

Ligatur + 20 min 95,8±1 95,9±1 93±6 95,5±1

Reperfusion + 2 min 96±2# 95±2 92±3 95,4±1

Reperfusion + 240 min 96,6±1# 95,7±1 93,2±3 95,6±2

Tabelle 8.38: Oxyhämoglobin (HbO2,#p<0,05 vs. Therapie)(MW±SD)

HbCO (%) Negativ-Kontrolle Positiv-Kontrolle Therapie Prophylaxe

Ruhephase + 30 min 0,9±0,2 1,1±0,3 1,2±0,2 1,1±0,3

Applikation 1 + 5 min 0,8±0,3 1±0,3 1±0,3 1±0,2

Ligatur + 5 min 0,9±0,2 1,1±0,3 1±0,3 1±0,2

Ligatur + 20 min 0,8±0,2 1±0,3 1±0,3 1,1±0,3

Reperfusion + 2 min 0,8±0,3 1±0,4 1±0,3 1±0,3

Reperfusion + 240 min 0,8±0,2 0,9±0,3 1±0,3 1±0,3

Tabelle 8.39: Carboxyhämoglobin (HbCO)(MW±SD)

pHb (g/dl) Negativ-Kontrolle Positiv-Kontrolle Therapie Prophylaxe

Ruhephase + 30 min 0±0 0±0 0±0 0±0

Applikation 1 + 5 min 0±0* 0±0* 0±0* 1,2±0,07

Ligatur + 5 min 0±0* 0±0* 0±0* 1,2±0,1

Ligatur + 20 min 0±0*# 0±0*# 1,1±0,09 1,1±0,08

Reperfusion + 2 min 0±0*# 0±0*# 1,1±0,09 1±0,09

Reperfusion + 240 min 0±0*# 0±0*# 0,8±0,09 0,8±0,1

Tabelle 8.40: Plasmatisch gelöstes Hämoglobin (pHb, *p<0,05 vs. Prophylaxe, #p<0,05 vs.

Therapie)(MW±SD)
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MetHb (g/dl) Negativ-Kontrolle Positiv-Kontrolle Therapie Prophylaxe

Ruhephase + 30 min 0,7±0,08 0,6±0,2 0,6±0,09 0,7±0,1

Applikation 1 + 5 min 0,6±0,1 0,6±0,2 0,64±0,1 0,8±0,3

Ligatur + 5 min 0,6±0,1 0,6±0,2# 0,7±0,09 0,8±0,2

Ligatur + 20 min 0,7±0,08 0,6±0,1 0,8±0,2 0,8±0,2

Reperfusion + 2 min 0,6±0,1 0,6±0,04 0,7±0,2 0,8±0,2

Reperfusion + 240 min 0,6±0,08 0,8±0,13 0,7±0,07 0,7±0,2

Tabelle 8.41: Methämoglobin (MetHb, #p<0,05 vs. Therapie)(MW±SD)

8.2.6 Flächenauswertung

Negativ-Kontrolle Positiv-Kontrolle Therapie Prophylaxe

”Area at risk“ (% LV) 16±5 25±15 23±8 21±9

”no-reflow“ (% AR) 5±3* 35±12 34±22 26±15

Infarktgröße (% AR) 9±10* 48±17 22±20* 25±13*

Tabelle 8.42: Ergebnisse der Flächenauswertung (*p<0,05 vs. Positiv-Kontrolle)(MW±SD)(LV =

Größe des linken Ventrikels, AR = ”Area at risk“)

8.2.7 Arrhythmiescore nach Lambeth

MW Negativ-Kontrolle Positiv-Kontrolle Therapie Prophylaxe

Lambeth Score 0 4±1,45 3,625±1,65 3,125±1,45

Tabelle 8.43: Erzielter Arrhythmie-Score nach Lambeth C(MW±SD)

8.2.8 Dauer des Vorhofflimmerns

Dauer VF (s) Negativ-Kontrolle Positiv-Kontrolle Therapie Prophylaxe

Gesamt (n=8) 0 443,16 643,95 154,03

MW±SD 0 55,4±61,25 80,49±64,06 19,25±23,99

Tabelle 8.44: Dauer des Vorhofflimmerns
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8.40 Plasmatisch gelöstes Hämoglobin (pHb, *p<0,05 vs. Prophylaxe, #p<0,05 vs.

Therapie)(MW±SD) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 117

8.41 Methämoglobin (MetHb, #p<0,05 vs. Therapie)(MW±SD) . . . . . . . . . . 118
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8.3 Abkürzungsverzeichnis

ANOVA Analysis of Variance

AP Alkalische Phosphatase

AR ”Area at risk“

avDO2 arteriovenöse Sauerstoffdifferenz

BAGS Behörde für Arbeit, Gesundheit und Soziales

BGA Blutgasanalyse

BZ Blutglukosekonzentration

Ca++ ionisiertes Calcium

COHb Carboxyhämoglobin

DCLHb Diaspirin Cross-linked Hemoglobin

EDRF Endothelin Derived Relaxing Factor

EK Erythrozytenkonzentrat

EKG Elektrokardiogramm

E-Lyte Elektrolyte

FIO2 Fraktion des inspirierten Sauerstoffs

Hb Hämoglobin

HbO2 Oxyhämoglobin

HBOC Hemoglobin Based Oxygen Carrier

HES Hydroxyethylstärke

HF Herzfrequenz

Hkt Hämatokrit

HZV Herzzeitvolumen

IHD Isovoläme Hämodilution

K+ Kalium

KCL Kaliumchlorid

KHK Koronare Herzkrankheit

KOD Kolloidosmotischer Druck

LAD Left anterior Descendend = Ramus interventrikularis anterior

LV linker Ventrikel

MAP Mittlerer Arterieller Druck

MetHb Methämoglobin

MGW Molekulargewicht

MPS Makrozytär-Phagozytäres System

MW Mittelwert
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n.a. nicht ausgewertet

Na+ Natrium

NaCl Natriumchlorid

NO Stickstoffmonoxid

p Alphafehler

P Partialdruck

PaCO2 Arterieller Kohlendioxidpartialdruck

PAF platelet-activating-factor

PaO2 Arterieller Sauerstoffpartialdruck

PAP Pulmonalarterieller Druck

PDGF Platelet-Derived-Growth-Factor

PFC Perfluorocarbone

pHb plasmatisch gelöstes Hämoglobin

P50 Halbsättigungspartialdruck des Hämoglobins

PTCA Percutane Transluminäre Coronare Angioplastie

PVR Pulmonal Vaskulärer Widerstand

RPP Rate-Pressure Product

RV Rechter Ventrikel

RW Referenzwert

SaO2 Arterielle Sauerstoffsättigung

SBC Standard Bicarbonat

SBE Standard Basenüberschuss

SD Standardabweichung

SVR Systemisch Vaskulärer Widerstand

Temp Temperatur

tHb Gesamthämoglobin

TIMI Thrombolysis In Myocardial Infarction

tpO2 Gewebesauerstoffpartialdruck

TTC Triphenyl-Tetrazolium-Chlorid

VES Ventrikuläre Extrasystole

VF Ventrikuläres Flimmern

VT Ventrikuläre Tachykardie

ZVD Zentralvenöser Druck

ZVK Zentralvenöser Katheter
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8.4 Übersicht der laborchemischen Parameter

Gemessene Parameter Berechnete Parameter

pH SBC

PaCO2 SBE

PaO2

K+

Na+

Ca++

SaO2

HbO2

pHb

tHb

MetHb

COHb

BZ
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Dissertation unter hervorragenden wissenschaftlichen Bedingungen an seiner Klinik erarbeiten

und schreiben zu können.

Meinem Doktorvater Herrn Prof. Dr. Thomas Standl möchte ich an dieser Stelle einen beson-
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