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1 Einleitung

Schon zu Lebzeiten William Harveys, der 1628 in De Motu Cordis als
erster den Blutkreislauf beschrieb, dachten Gelehrte daran Blut durch
andere FlUssigkeiten zu ersetzen. Wenn statt schnédem Blut, Wein oder
Milch durch die Adern der Menschen fléssen, so ihre Vorstellung, lieBe
sich gar manches Zipperlein heilen.

Ernsthafte Versuche klnstliches Blut zu entwickeln, unternahmen
Forscher jedoch erst Anfang der 40er Jahre des 20. Jahrhunderts.'”" Die
Entdeckung, dass Patienten Uber Blut-Transfusionen mit dem HI-Virus
infiziert werden kénnen, sowie der erste Golfkrieg in den 80er Jahren
verschufen der Forschung an kinstlichen O»-Tragern neuen
Rickenwind.

1966 tauchten L.C. Clark Jr. und F. Gollan eine Maus in eine organische
Flissigkeit die zuvor mit Sauerstoff unter einem Atmospharendruck
equilibriert worden war.’

Diese Handlung quittierte das Tier mit heftigstem Strampeln und
eindeutiger Unruhe. Erstaunlicherweise legte sich die Todesangst des
Tieres nach der Aspiration. Nach einer Stunde in der Lésung Uberlebte
das Tier weitere 24h.

Abbildung 1.1

In eine O,-gesattigte, fluorierte Kohlenwasserstofflésung getauchte Maus

Quelle: http://www.medline.ru/thorough/oglav/tom1.shtml




HA. Sloviter und T. Kamimoto zeigten 1967, dass es mdglich ist, an
einem vom Korper isolierten Gehirn, das in Oj-gesattigtem
Perfluorobutyltetrahydrofuran eingelegt war, weiterhin EEG-Potentiale
abzuleiten.?

Diesen Versuchen scheint ein makaberer Charakter anheim zu sein,
dennoch hatten sie eines gemeinsam: bei beiden Lésungen handelte es
sich um fluorierte Kohlenwasserstoffverbindungen, die offensichtlich O,
an Gewebe abgeben konnten.

Bei einer Inzidenz der KHK in den westlichen Industrienationen von 5-
7%, Tendenz zunehmend, stellen flir den Anasthesisten
Myokardischamien eine wesentliche perioperative Komplikation dar. Bei
einem weltweiten Auftreten von 5 Millionen Patienten im Jahr, kann diese
potenziell tédlich verlaufende Komplikation nicht als selten bezeichnet
werden. Das klinische Erscheinungsbild dieser perioperativen
Myokardischdmien ist mannigfaltig und reicht von ST-Strecken-
Veranderungen, Arrhythmien, bis zum asystolischen Herzstillstand.® * >
Mangano et al. konnten in einer Studie an 474 nicht kardiologischen
Patienten mit nachgewiesener KHK die Haufigkeit ischamischer
Komplikationen aufzeigen.® Béttiger et al. verwiesen auf eine besonders
vulnerable Phase zum Ende des chirurgischen Eingriffes hin, wobei die
meisten Patienten am 1.-2. postoperativen Tag versterben .2 Somit liegt
eine kurze Zeitspanne zwischen dem ischamischen Ereignis und dem
Vollbild des myokardialen Untergangs.

Vorbestehende Koronarstenosen kénnen hierbei akut, durch einen
Thrombus verlegt werden. Ebenso besteht die Mdglichtkeit, dass sie
Mangels Vasodliatatoren unter einen kritischen Mindestdurchmesser
verengt werden und eine beinahe Stase eintritt. Am Ende steht ein
deutliches Missverhéltnis zwischen Ox-Angebot und Bedarf im
myokardialen Gewebe. Genau auf dieser Vorstellung basierend, kénnte
das Ischamierisiko von Patienten durch eine Gabe von zellfreien
Blutersatzstoffen gemindert werden, da sich ihre molekulare GréBe
deutlich von der des Erythrozyten unterscheidet und somit eventuelle



Fliesshindernisse passiert werden kénnten; oder aber eine
praischamische Aufsattigung des Gewebes mit O, stattfinden und
hieraus eine verlangerte Ischamietoleranz resultierten kdnnte.

In dieser Arbeit soll eine Testung des =zellfreien Blutersatzstoffes
Oxygent™, einem Perfluorcarbon, im Kleintiermodell durchgefiihrt
werden. Die PartikelgréBe der getesteten Lésung schwankt zwischen 0,2
— 0,4 um, da hier eine Mischung aus =58% Perfluoroctylbromid und =2%
Perfluordecylbromid in  einer Emulsion vorliegt. Bei diesen
GréBenverhaltnissen kdnnten Stenosen theoretisch passiert werden.
MolekulargréBe und Oo-Transport legen somit eine potentielle

Verminderung von Ischamie- und Reperfusionsschaden nahe. ’~ '

1.1 DNS : Aufbau und Schaden

Bei dem Grundgerlst des Lebens handelt es sich um die sog.
Desoxyribonukleinsédure, kurz DNS. Bei dieser a-Doppelhelix, die 1953
von J.Watson und F.Crick, nachgewiesen wurde, handelt sich um einen
Doppelstrang bestehend aus zwei Polynukleotidketten
entgegengesetzter Polaritat, die durch komplementare Basenpaarung
Uber Wasserstofforicken die Konformation einer Doppelhelix
annehmen. Die Reihenfolge der einzelnen Nukleotide, die tber 3°,5'-
Phosphodiesterbindungen verknipft sind, kodiert die genetische
Information. Ein Nukleotid besteht aus einem Zucker (Desoxyribose),
einem Phosphatrest sowie jeweils einer der organischen Basen Adenin
und Guanin (Purine) bzw. Cytosin und Thymin (Pyrimidine), durch die
sich die einzelnen Nukleotide unterscheiden. Drei solcher Nukleotide
bilden ein Basentriplett, welches fir eine der zwanzig Aminos&uren
kodiert. Die Reihenfolge der Aminosauren bestimmt wiederum die Art
des synthetisierten Proteins.



Abbildung 1.2

Darstellung der DNS a-Doppelhelix-Struktur

Quellen: http://www.biokular.de/2002/Chemotherapie/dna.gif

Trotz diverser Reparaturmechanismen kann es im Rahmen von endo-
oder exogenen Noxen, aber auch physiologischen Prozessen zur
Schadigung der DNS in lebenden Zellen kommen.' Hierbei treten
sowohl Einzel-, als auch Doppelstrangbriiche auf. Selbst ohne
besondere Noxen kommen tagtaglich Einzellstrangbriiche unter
physiologischen Bedingungen vor." Ein deutlicher Anstieg ihrer Rate ist
bereits sehr schnell nach Einwirken einer Noxe (z.B. einer Ischamie) zu
detektieren.'® '7 Anhand von Einzellstrangbriichen kann jedoch nicht
das weitere Schicksal der Zelle beschrieben werden, da sowohl
nekrotische Zellen, als auch Zellen, die bei Wiederherstellung des
Energiehaushaltes eine ,restitutio ad integrum“ erfahren, diese DNS-
Schadigung aufweisen. Die Ursachen hierfir kénnen freie
Sauerstoffradikale, andere genotoxische Ursachen, die Desintegration
defekter Zuckermolekile, sowie das Entfernen defekter Basen durch
Endonukleasen sein.”® Im Gegensatz zu Doppelstrangbriichen kann
hier jedoch ein besonderer Reperaturmechansimus greifen.
Polymerasen benutzen den intakten zweiten Strang als Matrize. Somit
ist eine fehlerfreie Reproduktion gewahrt, die fir die Zelle keine
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17,

weiteren Folgen aufweist. 9 Das Schliisselwort hierbei lautet

Exzisionsreparatur (,BER“: base excision repair).?°

Abbildung 1.3

Darstellung des BER-Mechanismus

Base Excision Repair

Damaged nucleotide

Base Excision (BE) Genes
[Specialized Excision Repair Genes = UNG,
TOG, SMUGT, MED4, OGG1, MYH, NTH1, MPG) 3

el

PCNA

Quelle: http://egp.gs.washington.edu/ber.html

Ist jedoch die einwirkende Noxe zu stark, oder wirkt zu lange ein,
entstehen mit DNS-Doppelstrangbriichen wesentlich gréBere Schaden
21 die als nahezu irreparabel gelten.?? Fiir die Reparatur von DNS-
Doppelstrangbriichen sind vor allem zwei Reparatursysteme
verantwortlich, das Nicht-Homologe-End Joining (NHEJ) und die
Homologe Rekombination (HR).2° Man geht davon aus, dass einfache
Schaden mit dem NHEJ und komplizierte Schaden durch die HR
repariert werden. Der Einsatz der Reparatursysteme durch die Zelle ist
von der Phase des Zellzyklus abhangig. In der G1/G0-Phase wird das
NHEJ und in der Synthese und G2-Phase das HR eingesetzt. Noch
unklar ist, ob und in welchem Umfang die HR in der G1/G0-Phase zum
Einsatz kommt. Unter der Annahme, dass wenige, aber schwierig zu

11



reparierende DNS-Schaden fur Tumorentstehung und Zellinaktivierung
entscheidend sind, kénnte der Anteil der HR in G1/GO0 entscheidend fir
die Reparatur oder die fehlerhafte Reparatur von Doppelstrangbriichen
sein. MaBgeblich fiir Uberleben oder Zelltod scheinen die Anzahl der
DNS-Einzelstrangbriiche und das Verhaltnis der DNS-Einzel- zu den
DNS-Doppelstrangbriichen zu sein.®®> Dennoch erzeugt nicht jede
Schéadigung der DNS auch einen wirklichen Schaden am Erbmaterial.
Das Menschliche Genom besitzt sog. Introns und Exons, wobei nur
Exons die wirklich kodierenden Anteile darstellen. Tritt also ein Defekt
in einem nicht-kodierenden Intron auf, so ist dies fir die Zelle ohne
auftretenden Schaden zu bewerten. In der vorliegenden Studie wurde
das AusmalB der Ischamie- und Reperfusionsschaden anhand von
DNS-Einzelstrangbriichen quantifiziert, um frihzeitige, nicht-letale
Zellschadigungen noch vor dem Auftreten von histologischen

Verdnderungen nachzuweisen.'® 24

1.2 Arten des Zelltodes

Obwohl in dieser Arbeit nur das Auftreten von Einzelstrangbriichen
quantitativ beurteilt werden soll und hieraus keine direkten Schllisse
tber den weiteren Weg der Zelle gezogen werden kénnen, sollen an
dieser Stelle dennoch kurz die beiden potenziell méglichen Wege des
LZelltodes* skizziert werden.

Sollte sich der entstandene Schaden fir die Zelle als nicht
kompensierbar herausstellen, so gibt es zwei unterschiedliche Arten
des Zelltodes: Apoptose und Nekrose. Wie bereits oben erwahnt, kann
jedoch nicht anhand der Schadigung der daraus resultierende
Zelluntergang vorhergesagt werden. DNS-Doppelstrangbriiche treten
sowohl im Rahmen der Nekrose als auch des programmierten

f2> 26 Nekrose stellt immer einen

Zelltodes, der Apoptose, au
pathologischer Prozess dar, der stets energieunabhangig ablauft und
mit einer deutlichen Entziindungsreaktion einhergeht.?” Voraussetzung

fir die Nekrose ist eine Noxe, die die Kompensationsfahigkeit der Zelle
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Ubersteigt. Folge ist eine erhdhte Permeabilitdt der Zellmembran,
unabhangig von der Art der auslésenden Noxe. Dadurch bedingt ein
Wassereinstrom mit konsekutiver Schwellung der Zelle und ihrer
Organellen bis die Plasmamembran schlieBlich aufbricht. Dabei frei
werdende Zellinhalte, wie z.B. Peroxidasen, lésen die begleitende

Entzindungsreaktion aus.

Im Verlauf des kontrollierten Zelltodes, der Apoptose hingegen, kommt
es zu einer Schrumpfung der Zelle (,Schrumpfnekrose®) und Zerfall in
membranumschlossene  Vesikel. Diese verpackten Apoptose-
Kdrperchen (apoptotic bodies) setzen keinerlei Entziindungsreiz. Man
kann also sagen, dass apoptotische Zellen keinen weiteren,
schadigenden Reiz an ihre Umgebungszellen abgeben. Bei normaler
Morphologie der Zellorganellen kommt es im Nukleus zu einer
charakteristischen Kondensation des Chromatins mit bestimmten
heterochromatischen Bereichen und einem geordneten Abbau.?®

Abbildung 1.4

Schematische Darstellung von Nekrose (links) und Apoptose (rechts).

Quelle: http://www.uni-kl.de/FB-Biologie/AG-Zankl/zelltod.jpg

13



Obwohl sich beide Arten des Zelltods in mannigfaltiger Art und Weise
unterscheiden, sind beide Formen keinesfalls strikt voneinander zu
trennen. So kénnen einige Stimuli sowohl Apoptose als auch Nekrose
nach sich ziehen.®® In diesen Féllen ist die Art des Zelluntergangs
abhangig von Zeit, Lokalisation oder Schwere des urséachlichen
Stimulus.?® Auch der sekundare Ubergang primar apoptotischer Zellen
in Nekrose ?* ist ebenso wie das parallele Auftreten von Apoptose und
Nekrose in einem Gewebe 2 nachgewiesen worden. Letzteres tritt im
Rahmen von Ischdmie, Reperfusion und Myokardinfarkt auf.® ®'

1.3 Eigenschaften von fluorierten Kohlenwasserstoffen

Wie Dbereits erwahnt, stammen die ersten Experimente mit
Perfluorcarbonen (PFC) von Clark LC J und Gollan F aus dem Jahre
1966. In den folgenden Jahren wurden weitere Versuche zum Thema
PFC von Sloviter et al. sowie Geyer et al. durchgefuhrt. Alle Versuche
zeigten positive Ergebnisse in Bezug auf den Sauerstofftransport und die
O2-Abgabe von PFC-Lésungen. Im Jahre 1978 wurde Oxypherol-ET
entwickelt, das in Japan im klinischen Einsatz ist, 1989 unter dem
Namen Fluosol-DA 20% von der amerikanischen ,Food and Drug
Administration® als erste und einzige Perfluocarbon-Emulsion die
Zulassung erhielt. Jedoch war die Anwendung auf die perkutane
transluminale Koronarangioplastie zur Verbesserung der O2-Versorgung
bei Hochrisikopatienten beschrankt.*?

Perfluorcarbone sind lineare oder zyklische
Kohlenwasserstoffverbindungen, bei denen samtliche Wasserstoffatome
durch Halogene, in erster Linie Fluoratome, substituiert sind. Aufgrund
der ausgepragten Molekdlstabilitdt werden PFC im Organismus nicht
metabolisiert und verhalten sich chemisch inert [Kohlenwasserstoff-
Fuorid-Bindung mit einer Bindungsenergie von 486 kJ/mol und kurzer
Bindungslange 0,136nm]. Somit entfallen unerwlnschte Wirkungen
aufgrund von wirksamen Metaboliten. Nach i.v. Applikation betragt die
Halbwertszeit, je nach PartikelgréBe, 2-5h, und nimmt, je kleiner das
Molekdl ist, zu.
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Es findet eine Umverteilung, vermittelt durch Makrophagen in das
Monozyten-Phagozyten System (MPS) statt. Dies fiihrt zu einer
vermehrten Anreicherung vor allem in Leber und Milz.

Hier betragt die HWZ 2 bis 5 Tage. Danach reichern sich PFC im
Fettgewebe an. Hieraus werden sie anschlieBend Uber Lunge, Niere und
Fazes ausgeschieden.

PFC besitzen ein hohes physikalisches Lésungsvermdégen fir Gase wie
O2 oder CO.. Die transportierte O.-Menge ist direkt proportional zu dem
Oz-Partialdruck und dem PFC-Anteil der Emulsion [Gesetz von Henry].
Der Gastransport unterliegt dabei, im Gegensatz zu Hamoglobin, keiner
Bindungskinetik. Die physikalische Lésung des Sauerstoffs ermdglicht
aufgrund des Druckgefalles eine schnelle und vollstandige Abgabe des
Sauerstoffs an das Gewebe.

Jedoch sind hierzu sehr hohe O,-Partialdriicke notwendig. Erst bei einem
pO. von 600 mmHg gewahrleisten die neuen PFC-Emulsionen einen
Sauerstoffgehalt, der im Bereich von intraerythrozytdrem Hb liegt (
Hamoglobin: 20 ml O, dI"', Perflubron: 17 ml O, dI" ). Da aber keine
kovalente Bindung mit dem Sauerstoff eingegangen wird, erfolgt eine im
Vergleich zum Hb erleichterte Abgabe an das Gewebe. So werden unter
Beatmung mit einer inspiratorischen O»-Konzentration (FIO2) von 1,0 und
einem pO, von 500 mmHg und einem mittleren Gewebe-pO, von etwa
40 mmHg etwa 90% des PFC-gelésten Sauerstoffs freigesetzt. Im
Gegensatz dazu werden unter gleichen Bedingungen aus dem Vollblut
nur 20-30% des Hb-gebundenen O, abgegeben.*®

Flr die intravasale Administration missen PFC wegen ihrer geringen
Wasserléslichkeit emulgiert werden. Der bei den Erstgenerations-PFC
(z.B. Fluosol-DA™) verwendete Emulgator Pluronic™ F-68 induzierte

zahlreiche Nebenwirkungen (Tabelle1.1).
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Tabelle 1.1

System

Effekt

Literatur

Hamodynamik

Vasodilatation
Hypotension

Sakas et al. (1992) **
Waxman et al. (1984) %

Blutrheologie

Blutviskositatserhéhung

Hunter et al. (1990) *°

Gerinnung Fibrinstruktur-Aufbau-Stérung | Carr er al. (1991) %

Komplementsystem | Aktivierung Ingram et al. (1993) *°

in vitro Zellwachstumsinhibition Lane et al. (1988) *°
Leukozytentoxizitat Smith et al. (1992) *°
Thrombozytentoxizitat Smith et al. (1993) !

wahrend Ischamie

PMN-Leukozyten-Inhibition
Superoxidanionenbildung
gesteigert

Williams et al. (1988) *

Forman et al. (1992) *®

Die derzeit

aktuellen

PFC-Emulsionen enthalten als Emulgator

ausschlieBlich ein Phospholipid auf der Basis von Hihnereigelb.** An

allergische Reaktionen sollte hierbei dennoch gedacht werden.

Neben einer besseren Vertraglichkeit dieses Emulgators besitzen neuere

PFC-Emulsionen einen wesentlich hoheren PFC-Anteil und damit eine

deutlich bessere
MolekulgréBRe

Eigenschaften auf.

O.-Transportkapazitat.

(teilw. <0,2um) weisen sie sehr gute
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Abbildung 1.5
Die linke Abbildung zeigt die GréBenverhéltnisse von Erythrozyten zu PFC-
Micelen. Das rechte Bild zeigt eine VergréBerung von PFC-Micelen.

Quelle: http://www.medline.ru/thorough/oglav/tom1.shtml

Die PFC-Emulsionen der zweiten Generation sind gebrauchsfertig und
im ungefrorenen Zustand bei Kiihlung etwa zwei Jahre lagerungsstabil.*®
Neuere klinische Studien belegen eine gute Vertraglichkeit der neueren
PFC-Lésungen.*® 17417

Unspezifische Reaktionen im Sinne grippeéhnlicher Symptome, wurden
jedoch an gesunden Probanten festgestellt. Dazu zahlen: Flush,
Ruckenschmerzen, Fieber, Schuttelfrost, Myalgien, Kopfschmerzen und
Ubelkeit. Die Symptome konnten mit Cyklooxigenasehemmern und
Kortikosteroiden verhindert oder therapiert werden.

Erklaren lassen sich diese Symptome am ehesten durch die
Phagozytose der Partikel und der daraus resultierenden Monozyten-
Makrophagenaktivierung. Diese schitten im unterschiedlichen AusmaBe
Prostaglandine, Endoperoxide und Zytokine aus und induzieren
mdglicherweise die Expression von Akut-Phase-Proteinen.

Hierbei scheint das Nebenwirkungspotential der Lésung u.a. von der
PartikelgréBe abzuhangen. Kleinere Partikel werden schlechter
phagozytiert und rufen daher eine geringere Reaktion des MPS hervor.
Des weiteren ist 2-3 Tage nach Applikation von PFC-Emulsionen ein
Abfall der Thrombozytenzahl um 15-20% beschrieben. Dieser reguliert

sich aber innerhalb einer Woche.*” %0174
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Der nicht von der Hand zu weisende Nachteil der PFC-Emulsionen ist
der bendtigte FIO, von 0,5 bis 1,0, um eine ausreichende Lésung von
Sauerstoff zu gewahrleisten.® Damit eignet sich die Lésung vor allem fir
lungengesunde, kontrolliert beatmete Patienten, z.B. im Bereich der
Hamodilution wahrend Anasthesie, oder fir die Versorgung von

Transplantaten.'”®

1.4 Myokardinfarkt und alternative Sauerstofftrager

Ein stenotischer oder thrombotischer Verschluss einer oder mehrerer
Koronararterien fihrt zu einer poststenotischen Ischamie. Die daraus
resultierende Diskrepanz zwischen myokardialem Sauerstoffangebot und
-bedarf ist die Ursache fir z.B. pektangin6se Beschwerden, oder ein
akutes  Koronarsyndrom, im  schlimmsten Falle fir einen
koagulationsnekrotischen Myokarduntergang, den Myokardinfarkt. FUr
einen Infarkt ist nachweislich der Verschluss eines Koronarastes durch
einen Thrombus die Hauptursache. Dabei setzt sich auf eine
vorbestehende Stenose durch Plaqueruptur ein frischer Thrombus auf
und verschlieBt das GefaB.”

Bereits in mehreren Studien wurde eine Wirksamkeit im Sinne einer
Reduktion von InfarktausmaB und Reperfusionsschaden fir PFC
gezeigt. °>"  ~°" Stets wurde hierbei in den PFC-Studien lediglich eine
therapeutische Applikation im AnschluB an das Ischamie erzeugende
Ereignis untersucht. Die prophylaktische Gabe einer PFC-Emulsion
kénnte aber zusatzlich fir eine vor dem Ereignis erfolgte
Gewebsoxygenierung sorgen und somit ischdmische Schaden verringern
oder gar verhindern. Durchaus waren bei diesem Ansatz
Kombinationstherapien mit anderen kardioprotektiven MaBnahmen
denkbar. Zu hoffen wéare hierbei eine Addition der kardioprotektiven
Effekte. So ware z.B. eine intraoperative Kombination mit -Blockern,
welche eine Okonomisierung der Herzarbeit erreichen sollen, mit PFC-
Emulsionen denkbar. Eine prophylaktische Gabe kann insbesondere
deswegen in Betracht gezogen werden, da ein GroBteil der chirurgischen
Eingriffe  elektiven Charakters ist. Eine gute Planung und
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Risikoerkennung ermdglicht ein friihes Handeln. Aber auch ohne vorher
genau erkennbare Risikofaktoren, stellen perioperative
Myokardischamien, gerade wahrend Ein- und Ausleitung eine erhebliche
Gefahr dar® & %% ° Patienten mit nachgewiesener koronarer
Herzerkrankung bzw. mit Risikofaktoren fir eine koronare
Herzerkrankung zeigten, laut einer Studie von Mangano et al. bis zu 20%
Myokardischamien praoperativ, 25% intraoperativ und 41% postoperativ.
Angina pectoris, Myokardinfarkt oder akuter Herztod korrelierten mit dem
postoperativen Auftreten von Ischamien.®

Der Reduktion gerade dieser ischamischen Ereignisse durch eine
prophylaktische PFC-Emulsionsgabe kénnte eine erhebliche klinische

Relevanz zukommen.

1.4.1 Studien mit PFC
Mehrere Studien, sowohl tierexperimentell, als auch klinisch, wurden zu
dieser Thematik durchgefihrt.

Experimentelle Studien:

Holman et al. untersuchten die dosisabhangige Wirkung von PFC auf die
Gewebeoxygenierung  wahrend  kardiopulmonalem  Bypass im
Hundemodell. Dabei zeigte sich eine Zunahme des gemischt-vendsen
Oo-Partialdrucks in Abhangigkeit von der Dosis des PFC nach
Beendigung des Bypass sowie eine dosisabhangige Abnahme der
Letalitat.’® Forman et al. konnten ebenfalls am Hundemodell zeigen,
dass wahrend Koronararterienokklusion zugefiihrtes Fluosol-DA 20% die
InfarktgréBe signifikant reduzierte und dadurch in wesentlich geringerem
AusmaBe zu Wandhypokinesien fiihrte.°’

Goodin et al. untersuchten die kombinierte Gabe von PFC und
Kristalloiden zur Volumentherapie des hamorrhagischen Schocks an 16
gesunden Beagle-Hunden. Hierbei konnte eine héhere Uberlebensrate
im Vergleich zur reinen Kristalloid-Therapie gezeigt werden, 100% vs.
63%.%2 Die Arbeitsgruppe Cernaianu et al. zeigte eine verbesserte
Gewebsoxygenierung bei unterschiedlichen Eingangs-Hb-Werten und
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unterschiedlichen PFC-Konzentrationen pro kg KG im Hundemodell.®®
Cabrales et al. konnten zeigen, dass eine therapeutische Gabe von PFC
in einem Ischamie-Reperfusion-Modell der Skelettmuskulatur des
Hamsters den Reperfusionsschaden verringern konnte.'”® Verantwortlich
hierfir wurde eine verminderte Interaktion zwischen Leukozyten und
Endothel gemacht. Kozhura et al. wiesen einen positiven PFC Effekt in
einem Ischédmie-Modell des Darms bei Ratten nach. So konnte ein
irreversibler Schaden der Mucosa durch die oxygenierte PFC-L&sung
Perfloran™ verhindert werden.'”®

Klinische Studien:

In einer japanischen Multizenterstudie der Phase Il und lll fassten 1982
Mitsuno et al. Ergebnisse von 186 Patienten zusammen, die Fluosol-DA
20% als Ersatz von chirurgischen Blutverlusten in einer Dosierung
zwischen 6-25 ml kg KG in einem Fall sogar 80 ml kg™ KG erhielten.
Hierbei konnten fir einen FIO., >0,5 glnstige Einflisse auf die
Hamodynamik, den arteriellen pO,, die Gewebsoxygenierung, sowie den
Saure-Basen-Haushalt beobachtet werden.®*

Gould et al. berichteten tber 8 chirurgische Patienten mit akuter Anamie,
die aus religidsen Grinden Blutprodukte ablehnten. lhnen wurde bei
einer durchschnittlichen Hb-Konzentration von 3,0+0,4g dI'' Fluosol-Da
20% bis zu einer Maximaldosis von 40 ml kg KG infundiert. Es konnte
jedoch keine Verbesserung der Uberlebensrate nachgewiesen werden.®
In einer prospektiven Studie erhielten 36 Patienten der
Glaubensgemeinschaft Zeugen Jehovas bei schwerer Anamie (mittlere
Hb-Konzentration 4,3 g dI'") neben Kristalloiden und Kolloiden eine
einmalige Bolusgabe von 30 ml kg" KG Fluosol-DA 20%. Es konnte
jedoch keinerlei Einfluss auf die Mortalitdt im Vergleich zur
herkdmmlichen Volumentherapie gezeigt werden. Ebenso wie Gould et
al. schoben die Autoren dies auf die kurze Halbwertszeit und die damit
verbundene kurze Wirkdauer der PFC-Emulsion.®®

In einer Pilotstudie an 7 chirurgischen Patienten, die praoperativ akut
normovoldmisch hamodilutiert wurden, stieg nach Infusion von 0,9 g kg
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KG Perflubron-Emulsion der gemischt-venése pO. signifikant an,
wihrend Herzzeitvolumen und Ox-Verbrauch unverandert blieben.®’

1999 verdffentlichten Spahn et al. eine Studie an 147 orthopéadischen
Patienten. Ab einem Hb-Wert von 9 g di’ erhielten die Patienten
entweder 450ml kolloidale Infusionen, autologe Bluttransfusionen 0,9 g
kg' KG, oder aber 1,8 g kg' KG einer Perfluobron-Emulsion.*® Es
konnte gezeigt werden, dass die Patienten, die die hdchste
Perflubrondosierung erhalten hatten, am I&ngsten ohne definierte
Hypotensionszeichen waren. Im Gegenzug traten aber in genau dieser
Gruppe Stérungen der Thrombozyten und Blutungen vermehrt auf.

Keipert et al. konnten zeigen, dass unter PFC-Therapie ein temporarer
Abfall der Thrombozytenzahl und ein Anstieg der Leberenzyme sowie

grippedhnliche Symptome nachweisbar waren.>® "’

1.5 Zielkriterien

1.5.1 Darstellung von DNS-Einzelstrangbrichen

Es soll die Auswirkungen der prophylaktischen oder therapeutischen
Anwendung der zellfreien Perfluorcarbonlésung Oxygent™ im
Kleintiermodell auf die Rate an DNS-Einzelstrangbriichen im linken
Ventrikel durch den quantifizierenden Nachweis von DNS-
Einzelstrangbriichen mit Hilfe der Autoradiographie nach ,in-situ“-Nick-
Translation gezeigt werden.

1.5.2 Darstellung des ,,No-reflow“-Phanomens

Durch die prophylaktische oder therapeutische Anwendung der zellfreien
Perfluorcarbonlésung im Kleintiermodell kénnte die GréBe von sog. ,No-
reflow“-Arealen ginstig beeinflusst werden. Diese Reperfusionsschaden
sollen durch die farberische Anwendung der fluoreszierenden Substanz
Thioflavin-S quantitativ dargestellt werden.
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2 Material und Methodik

Anmerkung:

Diese Arbeit ist im Rahmen einer Studie erstellt worden, deren
Hauptzielparameter die Reduktion des Anteils des Infarktareals an der
LArea at risk” im Nachweis mittels Triphenyl-Tetrazolium-Chlorid (TTC)
sowie als Nebenziel die Beeinflussung der Inzidenz von Arrhythmien
darstellte.  Die  folgenden  Zielkriterien  waren  primdr  zur
Hypothesengenerierung ohne eigenstandige Power-Analyse konzipiert.
Deshalb beziehen sich einige Parameter (z.B. die Fallzahlberechnung)
auf den Infarktnachweis mittels TTC.

2.1 Genehmigung des Tierversuches

Eine Genehmigung der Behérde fir Arbeit, Gesundheit und Soziales
(BAGS) der Hansestadt Hamburg fir die in dieser Arbeit vorgestellte
Versuchsreihe wurde nach veterindrmedizinischer Begutachtung erteilt
(Antragsnummer 51/00). Die Versuche wurden streng nach dem ,Guide
for the Care and Use of Laboratory Animals” von 1996 des National
Research Council, Institute of Laboratory Animal Resources, Comission
on Life Science, durchgefiihrt.®

2.2 Statistik und Fallzahlberechnung

Ausschlaggebend fir die Kalkulation der Fallzahl war als
Hauptzielparameter das Infarktareal als Anteil an der ,Area at risk” im
Nachweis mittels Farbung mit Triphenyl-Tetrazolium-Chlorid nach ,in
vivo“-Injektion von Patentblau. Zugrundegelegt wurden die Effekte, die
mit Perfluorocarbonen in vergleichbaren Modellen erzielt wurden.'*
Entsprechend diesen Ergebnissen wurde eine Reduktion des Areals von
~25% in der Prophylaxe- (1) oder Therapie-Gruppe (2) im Vergleich zur
unbehandelten Kontrollgruppe (3) angenommen. Die Bestimmung der
notwendigen  GruppengréBe erfolgte  Computer-gestitzt  (Instat,
Graphpad Corp, CA, USA). Bezogen auf den Hauptzielparameter (a-
Fehler: 5%, B-Fehler 20%, Power: 0,8) ergab sich somit zunachst eine
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Anzahl von 10 Tieren pro Gruppe, die komplett den Versuch durchlaufen
muissten. Aus ethischen Grinden sollte der Bedarf an Versuchstieren
moglichst gering gehalten. Deshalb erfolgte eine blockweise
Randomisierung von jeweils 8 Tieren und eine Zwischenanalyse nach
jeweils 8 Tieren, die den Versuch komplett durchlaufen hatten. Erreichte
ein Tier nicht das geplante Versuchende wurde der Versuch bezogen auf
die Randomisierungsliste als nicht erfolgt gewertet. Nach Erreichen eines
Signifikanzniveaus von p<0,05 fir den Unterschied zwischen einer der
Behandlungsgruppen gegentber der Kontrollgruppe bezogen auf den
Hauptzielparameter wurde die Versuchsreihe geplant beendet. Aufgrund
einer hohen frihzeitigen Mortalitdt von 40-50% entsprechend anderen
Publikationen ®° im myokardialen Infarktmodell der Ratte wurde zunachst
eine entsprechend héhere Tierzahl flir den Versuch beantragt. Es
wurden fir die Parameter ,Infarktareale® und ,DNS-Strangbriiche* nur
Tiere in die Auswertung eingeschlossen, die den Versuch komplett
durchlaufen haben.

Die statistische Auswertung erfolgte Computer-gestitzt mittels SPSS 9.0.
Kontinuierliche Parameter wurden mittels ANOVA und zweiseitigem post-
hoc-Test nach Dunnet flr unverbundene Stichproben verglichen. Hierbei
diente die Positiv-Kontroll-Gruppe als Referenz. Ein p<0,05 wurde als

signifikant angenommen.

2.3 Operativer Versuchsablauf

In der Abbildung 2.1 ist der schematische Versuchsablauf dargestellt.
Der Ausdruck ,Zielkriterien“ fast die Aufarbeitung und Auswertung des
Gewebes im Bezug auf ,No-reflow“-Areale und DNS-ESB zusammen.
Die genauen Schritte werden ab Abschnitt 2.5 erlautert und in Abbildung
2.5 schematisch dargestellt.
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Abbildung 2.1 Schematische Darstellung des Versuchablaufs und der
Zielkriterien

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

v

Randomisierung

g 4 g 4

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3 Gruppe 4
Prophylaxe Therapie NaCl-Kontrolle O2Kontrolle
FIO2 1,0 FIO21,0 FIO21,0 FIO2 1,0
NaCl NaCl NaCl

Koronararterienligatur links (25 min) Gruppe 4

FIO, 0,3

NaCl NaCl NaCl

Reperfusion (120 min)

Injektion von Thioflavin S

e N =

Erneute Koronararterienligatur / Patentblauinjektion

i%

Exitus letalis durch KCI-Injektion

V

Herzentnahme / 1mm Schnitte

Zielkriterien
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2.3.1 Versuchsgruppen

Die Versuchstiere wurden in der vorliegenden kardialen Ischamie- und
Reperfusionsstudie in vier Gruppen eingeteilt: Prophylaxe-Gruppe (G1),
Therapie-Gruppe (G2), NaCl-Kontrollgruppe (G3) und O.-Kontrollgruppe
(G4). In der O2-Kontrollgruppe erfolgte ein kompletter Versuchsdurchlauf,
jedoch mit einer FIO, von 0,3 ab Ligatur, da dies Raumluftbedingungen
am néachsten kommt und auch wéahrend humanen Narkosen nicht
unterschritten werden sollte sowie einer NaCl-Applikation zu beiden
Applikationszeitpunkten. Die NaCl-Kontrollgruppe erhielt eine FIO, von
1,0 und ebenfalls zu beiden Applikationszeitpunkten NaCl-Lésung. Die
Tiere der Behandlungsgruppen unterschieden sich lediglich hinsichtlich
des Zeitpunktes der PFC-Applikation vor, beziehungsweise nach
Ischamieinduktion.

2.3.2 Art und Haltung der Versuchstiere

Fir diesen Versuch wurden mannliche Sprague-Dawley-Ratten
(Aufzucht), die Ober die Versuchstierhaltung des Universitatsklinikums
Hamburg-Eppendorf vom Ziichter Charles River Wiga GmbH (Sulzfeld,
Deutschland) bezogen wurden, mit einem Lebendgewicht von 250-350g
KG verwendet. Eine 5-tdgige Gewdhnung in der Versuchstierhaltung des
Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf bei einem 12-stlindigen Hell-
Dunkel-Rhythmus, 20°-22°C Raumtemperatur und 50-60%iger relativer
Luftfeuchtigkeit fand regelhaft statt. Die Erndhrung bestand aus SNIFF
Standarddiat (Hamburg) und Wasser ad libitum. Der Transport zum
Labor erfolgte stets schonend in einer gewarmten Transportbox. Die
Tiere wurden erst am Versuchstag aus der Tierhaltung geholt.

2.3.3 Studienmedikation PFC-Emulsion Oxygent™

In diesem Versuch kam die PFC-Emulsion, Oxygent™ (Alliance Corp.
San Diego, USA) zur Testung. Die Lésung besteht zu =58% aus
Perfluorooctylbromid, sowie =2% Perfluorodecylbromid. Als Emulgator

dienen =3,6% Eigelb-Phospholipide und Lecithin.
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Oxygent™ besitzt unter Raumtemperatur eine Haltbarkeit von einigen
Stunden und ist bei ca. +4°C fir mehrere Monate lagerungsstabil. Eine
gute Vertraglichkeit wurde sowohl im Tiermodell, als auch an Menschen,
mit einer Dosierung von max. 2,7g kg™' KG nachgewiesen.

Abbildung 2.2

Dargestellt sind die jeweiligen Strukturformeln von Perfluoroctylbromid (1) und
Perfluorodecylbromid (2), den beiden Perfluorocarbonen der Oxygent™.-
Emulsion.

1)
FsC CF2 CF2 CF2
Br
CF2 CF2 CF2 cm
Perfluorooctylbromid
(Perflubron)
2)

FsC CF, CF, CF, CF,
Br

CF2 CF2 cF2 CF2 F2C

Perfluorodecylbromid

2.3.4 Narkose und Praparation

Da von unserer Arbeitsgruppe bereits im Vorfeld Versuche mit ahnlichem
Studiendesign durchgefihrt wurden, konnte auf viele Erfahrungswerte
zurlickgegriffen werden.®” Dennoch fand eine standige Adaptation un
Verbesserung des Versuchsaufbaus statt.

Eine Allgemeinanasthesie wurde bei den Versuchstieren durch eine
intramuskuldre Gabe von Ketamin (80 mg kg’ KG) [Pfizer Pharma

26



GmbH, Karlsruhe] und Midazolam [(3mg kg' KG) [Fa. Hoffmann la
Roche AG, Grenzach Wyhlen] herbeigefihrt.

Um Drucknekrosen, bzw. eine Kompartmentsymptomatik zu verhindern,
wurde ein maximales Injektionsvolumen von 0,2 ml je Muskel nicht
tiberschritten.”® Nach Erreichen einer ausreichenden Anasthesietiefe, mit
erhaltener Spontanatmung und Aussetzen der Abwehrbewegungen
wurden die Tiere auf einen beheizbaren Kleintier-OP-Tisch (Heated
Rodent Operating Table, [Harvard Apparatus, Holliston, MA, USA]
gelagert. Unter  Sauerstoffinsufflation, EKG-Ableitung, rektaler
Temperaturmessung und Pulsoximetrie erfolgte nach Lokalinfiltration mit
Lidocain 0,1%; (1,6 ml kg' KG) [Astra Zeneca, Wedel] eine
Tracheotomie. Uber die V. cava superior erfolgte die Anlage eines
zentralvendsen Katheters Gber den im Folgenden die Narkose als total-
intravendse Anasthesie mit Midazolam (10 mg kg™ h™) und repetitiven
Fentanylboli (7,5 mg kg') [Janssen-Cilag, Neuss] aufrechterhalten
wurde. Zur Deckung des Flussigkeitsbedarfs wurde den Tieren
insgesamt 20 ml kg' h” Flissigkeit zugefiihrt. (Gemisch aus der
Midazolam-Lésung und NaCl 0,9%) Von einer hypertonen
Infusionslésung wurde, trotz des positiven Volumeneffektes abgesehen,
da in diversen Arbeiten gezeigt werden konnte, dass hypertone NaCl-
Lésung Einfluss auf die Aktivitat neutrophiler Granulozyten besitzt und
die systemische Einflussnahme auf das Tiermodell so gering wie méglich
gehalten werden sollte.”' ~ ™ Wie im Versuchsgruppenteil beschrieben,
wurden die Tiere unter dieser Medikation mit einem Sauerstoff-
/Luftgemisch volumenkontrolliert beatmet (Inspira Advanced Safety
Ventilator) [Harvard Apparatus, Holliston, MA, USA]. Uber die Anpassung
des Atemminutenvolumens (AMV), der Verwendung von Warmelampe
und beheiztem OP-Tisch, sowie der Applikation von Glucos, wurden
Normokapnie, Normothermie und Normoglykdmie gewahrleistet. Der
Kohlendioxidpartialdruck ~ wurde  kontinuierlich  endexspiratorisch
(Monitoreinheit mit Mainstream-Messung) [Fa. Datex-Ohmeda, Helsinki
Finnland] und intermittierend arteriell (ABL 500) [Radiometer
Kopenhagen, Danemark) bestimmt. Die W&rmung erfolgte erganzend
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zum beheizbaren Kleintier-OP-Tisch mit Warmelampen Osram
Siccatherm 280W [Osram GmbH, Minchen]. Zur Durchfihrung von
Blutgasanalysen und zur kontinuierlichen Messung des Blutdruckes
erfolgte die Anlage eines arteriellen Zuganges in die rechte Arteria
femoralis. Wéahrend der gesamten weiteren Praparationsphase betrug
die FIO, in allen Gruppen 1,0 unter kontrollierter Beatmung. Nach
linksseitiger Thorakotomie im vierten oder flnften Interkostalraum wurde
die Beatmung mit einem PEEP von 3-5 mbar fortgesetzt, um eine
Atelektasenausbildung zu verringern, bzw. zu vermeiden. Eine
Perikardiotomie wurde zur Darstellung der linken Koronararterie
zwischen dem Ansatz des Truncus pulmonalis und linkem Herzohr
durchgefihrt. AnschlieBend wurde das Herz aus dem Thorax luxiert und
ein 6/0 Seidenfaden ( Perma-Hand™ Seide) [Firma Ethicon, Norderstedt]
mittels Unterstechung um die linke Koronararterie nahe des Ursprungs
gelegt. Schonend wurde danach das Herz nach intrathorakal reponiert.”®
Beide Fadenenden wurden zum Schutz des GefaBes durch ein
zurechtgeschnittenes Filzplattchen und anschlieBend durch einen ca. 7-
10 cm langen Polyethylen-Schlauch (Perfusorleitung,
AuBendurchmesser: 1,5 mm) [ Fa. B. Braun Melsungen], gefiihrt.””
Durch Fadenspannung konnte somit eine Unterbindung des
koronararteriellen GeféaBes erfolgen.”

Nach abgeschlossener Praparation erfolgte dir Randomisierung der Tiere
in die jeweiligen Gruppen. Ab diesem Zeitpunkt wurde entsprechend
Gruppenzugehdérigkeit, die FIO, angepasst. AnschlieBend folgte eine
Erholungsphase von 20 Minuten fir die Tiere. Wéahrend des Versuches
wurde eine engmaschige Messung von Hamodynamik, Sauerstoff- und
Hamoglobinkonzentration, Temperatur und Blutzucker sowie die
Durchfihrung von Blutgasanalysen durchgefiihrt. Die zeitliche Abfolge
der Messpunkte sowie die einzelnen Messparameter sind in Tabelle 3.2
grafisch dargestellt. Nach Messpunkt 3 erfolgte in der Prophylaxe-
Gruppe (1) die Gabe von 6g kg' (10ml kg™') Oxygent™, wahrend die
Tiere der Gruppen 2-4 das aquivalente Volumen in Form von NaCl 0,9%
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erhielten. Die Gabe erfolgte im Zeitfenster von 5 min Uber den zentralen
Venenkatheter. Nach Ende der Applikation erfolgte Messpunkt 4.
Finfzehn Minuten nach Ende der Applikation wurde in samtlichen
Gruppen die Okklusion der Koronararterie fir 25 min angelegt. Nach 10
min Ligatur wurden in der Therapiegruppe (6g kg™ (10ml kg') Oxygent™
appliziert, wahrend die Tiere der anderen Gruppen wiederum das selbe
Volumen in Form von NaCl erhielten. Die Aufhebung der
Koronararterienligatur erfolgte nach 25 min Ischamiezeit. Kurz vor
Beendigung der Reperfusion von 120 min erfolgte eine Injektion von 4%
Thioflavin-S (1 ml kg™') [Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen] vor
Reokklusion  der  Koronararterienligatur.  Thioflavin-S  ist  ein
endothelfarbender Fluoreszenzfarbstoff, mit dessen Hilfe das sog. ,No-
reflow“-Phdnomen nachgewiesen werden kann. Zur Darstellung der
LArea at risk® wurden den Tieren im unmittelbaren Anschluss an die Re-
Okklusion des KoronargefaBes 2 ml Patentblau [Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Miinchen] intravends (iber den ZVK injiziert.” Der Exitus letalis
erfolgte in tiefer Narkose durch eine i.v. KCI-Injektion (2 mmol kg™ KCI
7,45%). Die Herzentnahme wurde nach Absetzen an den groBen
GeféaBen sofort durchgefihrt. Wahrend des gesamten operativen
Verlaufes wurden alle gemessenen Parameter im Normbereich gehalten.
Dies beinhaltete insbesondere die Gabe von NaCl 0,9% (bei einem
ZVD<5 mmHg und bis zu einem Hb von 10g dI'"), Glukose 10% (bei
einem BZ<70mg dI"), Natrium-Bikarbonat 8,4% (bei einem SBE <-5
mmol I). Dartiber hinaus erfolgte bei Auftreten von VF der Versuch einer

Defibrillation mittels ,thumb version“.8°
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Tabelle 2.1

Ubersicht der intraoperativen Messpunkte und
Parameter (die verwendeten Abklrzungen sind im Anhang erlautert)

Messpunkt

Zeitpunkt

Messparameter

1

Ruhephase +10 min

FiO,, MAP, HF, Temp.

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

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




2.4 Intraoperative Messwerte

2.4.1 Hamodynamik

Zentraler Venendruck

Die Messung des zentralen Venendruckes (ZVD) erfolgte zu festen
Zeitpunkten tber den zentralvendsen Zugang mittels
elektromagnetischem  Druckaufnehmer [Logical, Medex, Klein-
Winternheim] und Monitoreinheit (Tram 200 A) [Marquette, Milwaukee,
USA].

Mittlerer arterieller Blutdruck

Der arterielle Blutdruck wurde Uber einen Katheter in der rechten A.
femoralis kontinuierlich bestimmt. Die Ableitung erfolgte Uber den selben
elektromagnetischen Druckaufnehmer, der auch far den ZVD
Verwendung fand. Da fir die Organperfusion der arterielle Mitteldruck
(MAP) relevanter ist, wurde nur der MAP und nicht der systolische und
diastolische Druck aufgezeichnet.

Herzfrequenz

Die kontinuierliche EKG-Ableitung erfolgte Uber die Pfoten mittels
Klebeelektroden fir Neugeborene (Agilent 13953D) [Agilent Technology,
Andover, USA] als Eindhoven-Ableitung und wurde auf einen Monitor
(Tram 200 A) [Marquette, Milwaukee, USA] Ubertragen sowie mit Hilfe
des an den Monitor angeschlossenen Druckers (direct digital writer
series 7100) [Marquette, Milwaukee, USA] zu den entsprechenden
Messzeitpunkten mit 50 mm s™ auf Papier dokumentiert. Es erfolgte eine
manuelle Auswertung, da Frequenzen um 450 min” bei automatischer

Auswertung zu Fehlern flhren.

2.4.2 Temperatur

Es wurde bereits vor Versuchsbeginn sowie wahrend des Versuches
strikt auf Normothermie der Tiere geachtet. Die Warmung erfolgte mittels
des beheizbaren Kleintieroperationstisches sowie zusatzlich bei Bedarf
mit einer Wéarmelampe (Osram Siccatherm 280W) [Osram GmbH,
Munchen]. Die Korpertemperatur wurde bei jedem Tier kontinuierlich
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Uber eine rektale Sonde am Messmodul (Tram 200 A) [Marquette,
Milwaukee, USA] gemessen.

2.4.3 Inspiratorische Sauerstoffkonzentration und Kapnometrie
Eine kontinuierliche inspiratorische Sauerstoffkonzentrationsmessung
erfolgte Uber eine in das Mischkammerreservoir des Beatmungsgerates
eingebrachte Elektrode (Oxydig) [Drager, Libeck]. Der
endexspiratorische CO.-Partialdruck wurde kontinuierlich mit einem
Normocap Monitor [Datex-Omeda, Helsinki, Finnland] im Mainstream
gemessen und graphisch auf dem Monitor (Tram 200 A) [Marquette,
Milwaukee, USA] dargestellt. Da bei ungeblockten Trachealkanilen eine
nicht zu vernachléassigende Undichtigkeit auftreten kann, wurde hier nur
eine qualitative Uberwachung durchgefiihrt, um z.B. Dislokationen oder
Verlegungen des Respiratorsystems frihzeitig erkennen zu kénnen. Die
Werte wurden dementsprechend nicht ausgewertet.

2.4.4 Blutgasanalysen, Elektrolyt- und Himoglobinkonzentrationen
Die Entnahme von arteriellem Blut zur Bestimmung arterieller
Blutgasanalysen (BGA), der Blutglukosewerte sowie aller anderen
laborchemischen Parameter erfolgte ebenfalls Gber den arteriellen
Zugang. Es wurden Kapillaren a 150 pl verwendet, um unnétige
Blutverluste zu vermeiden. Die Bestimmung von pH, PO,, PCO.,
ionisiertem Calcium, Kalium und Natrium erfolgte mittels Analysator (ABL
505) [Radiometer, Kopenhagen, Danemark]. Darlber hinaus wurden
folgende Parameter berechnet: Standard-Basenilberschuss (SBE),
Standard-Bikarbonat (SBc), Sauerstoff-Sattigung (Sa0O,). Weiterhin
wurden die Gesamthamoglobinkonzentration (tHb), der Anteil an
Oxyhamoglobin (HbO,), Carboxyhamoglobin (COHb), Methamoglobin
(MetHb) und freiem (plasmatisch geléstem) Hamoglobin (fHb) gemessen
(OSM 3) [Radiometer, Kopenhagen, Danemark].
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2.4.5 Blutzucker
Die Bestimmungen der Blutzuckerkonzentration erfolgten mittels B-
Glucose Analyser [Hemocue, Angelholm, Schweden].

2.5 Gewebeaufarbeitung

Eine schematische Ubersicht der Gewebeaufarbeitung zeigt Abbildung
2.3. Das entnommene Herz wurde zur histopathologischen Aufarbeitung
fr 20 min bei -20°C tiefgekihlt, in eine vorgekihlte Matrix (Heart Matrix)
[Harvard Medical Instruments, Holliston, MA, USA] flir 1mm-Schnitte
eingebracht und basisparallel mittels Rasierklingen (Aesculap,
Ersatzklingen zu BA244R) [Braun-Melsungen AG, Melsungen] lamelliert.
Samtliche nachfolgende Untersuchungen erfolgten ,verblindet".

Nur die geradzahligen Schnitte wurden nach dem Schneiden sofort
zwischen zwei mit Folie abgedeckten Objekttragern in Trockeneis
eingelegt und im Anschluss bei -80°C tiefgefroren. Um die Gefrierschnitte
anfertigen zu koénnen, wurden diese Prgparate innerhalb von 4-12
Wochen nach dem Versuch in der Kihlkammer in Gefriermedium
(Tissue Freezing Medium, Jung) [Leica Instruments GmbH, NuBloch]
eingebettet, wobei das Gewebe mit der Unterseite auf einem
Korkplattchen fixiert wurde. Diese so entstandenen ,Blécke” wurden
sofort bei -80°C tiefgefroren und erst kurz vor Bearbeitung auf -20°C
erwarmt. Nach der Fixation der eingebetteten Praparate auf Kryoblécken
erfolgte die Anfertigung der Gefrierschnitte mittels Ultramikrotom (CM
1800) [Leitz, Nussloch] aus der zentralen Schnittebene 8, in der
Ventrikeldicke und Infarktausdehnung das gr6Bte AusmafB annahmen.
Die Schnittdicke betrug 10um. Die Schnitte wurden jeweils auf einen in
Trockeneis gelagerten Objekttrager (Superfrost) [Novoglas Labortechnik,
Bern, CH] aufgezogen und in Pappmappen wiederum bei-80°C gelagert.
Die histochemische Technik zum Nachweis von DNS-Strangbriichen
wurde demzufolge nur in der zentralen Schnittebene (Schnittebene 8)
durchgeflnhrt.
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Die ungeradzahligen Schnitte wurden den direkten Farbemethoden
zugefthrt, bzw. im Falle der Patentblau-Farbung direkt gescannt.
Ausdrticklich wird an dieser Stelle darauf hingewiesen, dass in dieser
Arbeit die ,Area at risk“ nur zur Validierung des ,No-reflow“-Phdnomens
Verwendung fand. Es konnte somit sichergestellt werden, dass das ,No-
reflow“-Ph&nomen innerhalb der ,Area at risk“ auftrat.

2.6 «Area at risk”

2.6.1 Technik

Die ,Area at risk” stellt das theoretisch zu schadigende Areal dar, da es
sich um eine in vivo Farbung des Versorgungsgebietes der ligierten
Koronararterie handelt. Es wurde in vivo am Ende des Versuches bei
erneuter Ligatur der Koronararterie Patentblau injiziert. Somit stellt sich
das durchblutete Gewebe blau gefarbt dar, wobei das ligierte, aus der
Blutversorgung abgekoppelte Gewebe, ungefarbt bleibt. Beide Areale
sind deutlich von einander abgrenzbar. Die ungeradzahligen Schnitte
wurden sofort nach Lamellierung von beiden Seiten eingescannt, um

verlustfrei eine Bewertung der ,Area at risk® zu ermdglichen.

2.6.2 Auswertung

Die Bestimmung der FlachengréBe der ,Area at risk® (Patentblau-
negative Areale) und des linken Ventrikels erfolgte planimetrisch mit
Hilfe des Bildbearbeitungsprogramms Scionlmage™ (Scion Corp.) [ML,
USA] jeweils fiir die Ober- und Unterseite jedes Schnittes, wobei eine auf
dem Scan angebrachte Zentimeterskala =zur Berechnung der
GroéBenverhaltnisse herangezogen wurde. Das Ventrikellumen, sowie
der rechte Ventrikel wurden bei dieser Messung stets ausgelassen. Die
Auswertung erfolgte streng verblindet. Beide Einzelflachen wurden ins
Verhéaltnis zueinander gesetzt. Auf diesen Werten aller Teilschnitte
beruhte die anschlieBende Berechnung der entsprechenden Volumina
bezogen auf das gesamte linke Herz und nach Aufhebung der
Verblindung auf die jeweiligen Versuchsgruppen. Diese Technik
entspricht dem publizierten internationalen Standard.®' &
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2.7 ,Thioflavin-S-Farbung*

2.7.1 Technik

Die fUr den Versuch benétigte 4%ige Lésung Thioflavin-S wurde selbst
hergestellt. Hierfar wurden 0,4 g Thioflavin-S in 10 ml NaCl gelést. Dieser
Ansatz wurde, nach Auflésung des Pulvers, 5 min bei 1500 U/min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abpipettiert und durch einen Filter mit
0,2 um Porengr6Be gefiltert. Diese Lésung konnte ohne Probleme tber
langere Zeit im Kihlschrank gelagert werden. Vor der Applikation erfolgte
stets eine Erwarmung im Wasserbad auf 37 °C um hypotherme
Beeinflussungen des Versuches zu verhindern.

Die Thioflavin-S-Lésung wurde zum Versuchsende kurz vor der
Reokklusion langsam appliziert. Die Injektionszeit belief sich hierbei auf
ca. 30 - 60 s. Nach Injektion Uber den zentralen Venenkatheter musste
die Anflutungszeit beachtet werden. Der zugrunde liegende
Mechanismus bei der Thioflavin-S-Technik ist das Anfarben von
Endothelzellen. Durch die Gabe des Thioflavin-S in der
Reperfusionsphase, ohne mechanische Okklusion der Koronararterie,
kann somit festgestellt werden, welche Areale einer gestbrten
Mikrozirkulation unterliegen. Um die Beeinflussung des fluoreszierenden
Effektes so gering wie méglich zu halten, wurde das Gewebe direkt im
Anschluss an das Einscannen der ,Area at risk®, dem Fluoreszensscan
unterzogen ( Fluor-S™ Multilmager) [Bio-Rad, Hercules, CA, USA]. Das
Gerat arbeitete hierbei in dem fur Thioflavin-S angegebenen
Lichtwellenspektrum von 430 — 550 nm. Bei diesen Scans fand stets eine
Standartbelichtungszeit von 15s Anwendung.

2.7.2 Auswertung

Wie bei den anderen Farbetechniken erfolgte auch hier eine geblindete,
planimetrische Auswertung der Scans. Das Ventrikellumen wurde streng
aus der Messung ausgenommen und das ,No-reflow“-Areal ins
Verhaltnis zum linken Ventrikel gesetzt. Um das Verfahren zu validieren,
wurden vereinzelt Kontrollscans gemacht. Diese bestanden aus der
Entnahme einer Gewebeprobe der Nieren. Wobei eine Niere vor
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Thioflavin-S Injektion ligiert worden war. So erhielten wir direkt eine
Positiv- und eine Negativkontrolle. Diese Entnahme erfolgte nur am
Anfang der Versuchsreihe und wurde nach Validierung des Thioflavin-S-
Farbeverfahrens nicht mehr durchgefihrt.

36



Abbildung 2.3 Schema der Gewebeaufarbeitung

Basisparallele Lamellierung des Herzens in 1mm Schnitte in einer

Heart Matrix (Harvard Apparatus)

Einscannen der ,Area at risk”

Planimetrische
Auswertung

|

Fluoreszensscan von

Thioflavin-S

l

Planimetrische
Auswertung

37

Einfrieren bei -80°C

*

Nach Einbetten Anfertigung
der 10um Schnitte
(Schnittebene 8)

|

Nick-Translation

|

~

Einscannen und
Densitometrie
(Nick-Translation)



Abbildung 2.4 Darstellung verschiedener ,No-reflow“-Scans.

Dargestellt sind Fluoreszensscans von Nierengewebeschnitten. Deutlich zu erkennen ist das
fluoreszierende Verhalten der Positivkontrolle P. N stellt die Negativkontrolle dar. Zwischen den
beiden Préparaten ist eine Marke mit der Ldnge 2cm eingefligt #t.

Abbildung 2.5

Die Darstellung zeigt einen  Fluoreszensscan
myokardialen Gewebes. Zu erkennen sind die jeweils
gekennzeichneten Ventrikellumen.

R entspricht dem rechten Ventrikellumen.

L entspricht dem linken Ventrikelumen.

Der rot umfahrene und mit N gekennzeichnete Bereich
entspricht dem gut zu erkennenden ,No-reflow"-
Phé&nomen. Am oberen Bildrand Ldngenmarkierung

mit 2cm Lénge #.

-

Fir eine Anfarbung muss das Thioflavin-S also durch Perfusion das
Endothel erreichen. Ein Faktor der dies stéren kann ist das sog. ,No-
reflow”-Phanomen.

Hierbei handelt es sich um mehrere diskutierte Mechanismen, welche als
gemeinsame Endstrecke eine mikrozirkulatorische Perfusionsstérung

haben.®® 8
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2.8 Nick-Translation und Autoradiographie

2.8.1 Technik

Bei der Nick-Translation handelt es sich um ein enzymabhangiges in situ
Verfahren, welches die Detektion von DNS-Einzelstrangbriichen
erlaubt.?* > % Die Bezeichnung ,Nick“ steht in diesem Zusammenhang
fir eine gedffnete Phosphodiesterbriicke mit einem freien 3’'OH-Ende in
einem doppelstrangigen DNS-Molekll, kurz fir einen DNS-
Einzelstrangbruch. Wie in dieser Arbeit bereits erwahnt wurde, treten
DNS-Einzelstrangbriiche bei hypoxischem Zellstress auf, also auch in
einem Ischamie-Modell. Fir dieses Verfahren wurden die tiefgefrorenen
Gewebeschnitte verwendet. Nach dem Auftauen und Waschen der
Gefrierschnitte wurden diese mit einem Reaktionscocktail aus DNS-
Polymerase | und radioaktiv markierten Nukleotiden inkubiert. In diesem
Arbeitsschritt bindet eine E. coli DNS-Polymerase Typ | spezifisch an die
freien 3'OH-Enden der aufgetretenen  DNS-Einzelstrangbriiche
(Kornberg Polymerase) [Boehringer,Mannheim]. Das in diesem
Reaktionscocktail enthaltene Nukleotidgemisch, welches auch radioaktiv
markiertes dTTP, desoxy[methyl-3H]Thymidine-5"-triphosphat, [Firma
Amersham Pharmacia Biotech, Amersham, GB} enthalt, verwendet die
DNS-Polymerase Typ | zur Fillung der DNS-Einzelstrangbriiche mittels
,de novo“-Synthese. Hierbei wird jedoch ein intakter, komplementarer
Gegenstrang bendétigt, welcher der Polymerase als Matrize dient. An
dieser Stelle erklart sich die Selektivitat der Nick-Translation fir DNS-
Einzelstrangbriiche. Bei einem DNS-Doppelstrangbruch haben beide
Strange einen Bruchschaden erlitten, weshalb die DNS-Polymerase |
ihre Arbeit an diesen Stellen nicht aufnehmen kann. An einem DNS-
Einzelstrangbruch katalysiert das Enzym gleichzeitig den Abbau des
urspringlichen DNS-Stranges am 5°-Phosphat-Ende. Das mit dem
Wasserstoffisotop Tritium (3H) radioaktiv markierte dTTP , wird an den
Stellen in den neusynthetisierten Strang eingebaut, an denen sich in der
Matrize ein Adenin befindet. Da Tritium B-Strahlung emittiert, kann es zur
Schwéarzung eines Roéntgenfiims flhren, indem es die im Film
enthaltenen Silberhalogenide reduziert. Damit besteht ein proportionaler

39



Zusammenhang zwischen der Menge an eingebautem radioaktiven
dTTP, also der DNS-Einzelstrangbruchrate, und der
Schwarzungsintensitdt des Rdntgenfiims. Eine semiquantitative
Bestimmung von  DNS-Einzelstrangbriichen lasst sich  somit
densitometrisch durchfiihren. Das genaue Verfahren ist nachfolgend im
Einzelnen beschrieben und in Abbildung 2.6 schematisch dargestellt.

Abbildung 2.6
Die Abbildung zeigt schematisch die T .
Reaktion der ,in-situ“-Nick-Translation. In 3”‘&2‘,:;';.;?3:;‘“'32“‘{? NT)

nick

+DNA polymerase
+X-dNTP (um)

(Quelle: Hersteller-Katalog)

Die bei -80°C gefrorenen Schnitte wurden fir 5 min in physiologischer
Kochsalzlésung (NaCl) aufgetaut. AnschlieBend fir 20 min in einer
Methanol : Eisessig-Losung (2:1) fixiert. Nach zwei darauf folgenden
Waschvorgangen fiir jeweils 5 min in NaCl 0.9% wurden die Schnitte
mittels Warmluft getrocknet. Parallel wurde das Reaktionsgemisch in
folgenden Konzentrationen angesetzt (Tabelle 2.2).
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Tabelle 2.2 Reaktionsgemisch firr die In-Situ-Nick-Translation. 'Boehringer
Mannheim, 2Sigma, °Amersham Pharmacia Biotech. Alle
Komponenten wurden in einem Becherglas gemischt.

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

dGTP” 50 uM (Stammisg.: 5 mM) 7 pl

dCTP” 50 uM (Stammisg.: 5 mM) 7 pl
Dimethylsulfoxid (DMSO)? 5% 35 4l
SH-dTTP (51 Ci/mmol)”® 3 uCi/ml 4l
DNS-Polymerase’! 20 U/ml 3,5 ul

Der Puffer (Tabelle 2.3) wurde in gréBeren Mengen angesetzt und in
Aliquots bei -20°C gelagert.

Tabelle 2.3 Zusammensetzung des NT-Puffers.
Tris : Tris [hydromethyl]aminomethane (TRIZMA BASE)

Substanz Endkonzentration far 100 ml
Tris mw=121,1 50 mM 605,5 mg
MgClz x 6 H2O mw=2033 5mM 102 mg
2-Mercaptoethanol yw-7s13 10 mM 78 ul

Die Lésung wurde 10 s durch Invertieren vermengt und 1 min bei
Raumtemperatur equilibriert. Danach wurden je 700 ul der Lésung auf
die vollstandig trockenen Schnitte pipettiert und diese dann 40 min bei
Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurde die Reaktion durch
Entfernen des Reaktionscocktails und Waschen der Schnitte in NaCl mit
1% Tetrasodium-Pyrophosphat [Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen]
gestoppt. Dieser Waschschritt wurde flinfmal wiederholt um samtliche
Lésungsrickstande zu entfernen. Es folgte das Trocknen der Schnitte
mittels Warmluft und das anschlieBende sorgfaltige Aufkleben auf
Fotokarton und Beschriften der Schnitte. Nun konnte in einem
abgedunkelten Raum ein Roéntgenfiim (Hyperfiim 3H) [Amersham
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Pharmacia Biotech, Amersham, GB] vorbereitet und beides zusammen
in einer Expositionskassette fir 24 Stunden im Dunkeln inkubiert werden.
Die so geschwarzten Filme wurden durch den Réntgenentwickler AGFA
G150 entwickelt (5 min) und mit dem Fixierer AGFA G354 fixiert (10
min), wobei nicht reduzierte Silberhalogenide entfernt wurden.

2.8.2 Kontrolischnitte

Das dargestellte Verfahren ist von unserer Arbeitsgruppe 2002 erstmalig
in einem kardialen Ischdmiemodell etabliert und in einem Abstract
verdffentlicht worden.'”? Hierfiir musste ausgeschlossen werden, dass
ein unspezifischer Einbau von Nukleotiden und somit auch des
radioaktiven Markers Tritium stattfindet. Aus diesem Grund wurden in
Vorversuchen Schnitte mit dem oben beschriebenen Reaktionsgemisch
ohne DNS-Polymerase als Negativkontrolle behandelt.

Eine Positivkontrolle fand in diesen Vorversuchen durch die zusatzliche
Inkubation  der  Schnitte mit  Desoxyribonuklease |, einer
Restriktionsendonuclease statt. Dieses Enzym lasst bindungsspezifische
DNS-Einzelstrangbriiche entstehen. Um die Funktionalitdt der Reaktion
zu testen, wurden die Schnitte mit Reaktionslésungen die
unterschiedliche Desoxyribonuklease | - Konzentrationen aufwiesen,
inkubiert (Desoxyribonuklease 1) [Boehringer Mannheim].

Es konnte hierbei gezeigt werden, dass mit gréBerer Desoxyribonuklease
I-Konzentration die Schwarzung des Filmes zunahm. Die zunehmende
Zahl an DNS-Einzelstrangbriichen flihrte zu einem vermehrten Einbau
von dTTP, somit auch Tritium-Einbau und Schwérzung des Filmes.
Abbildung 2.7 zeigt die aus dem Vorversuch hervorgegangenen
Ergebnisse der Autoradiographie.
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Abbildung 2.7 Autoradiographische Ergebnisse des Vorversuches. Hier
wurden den  Reaktionsgemischen  verschiedene,  aufsteigender
Konzentrationen Desoxyribonuklease | beigemischt, um eine geeignete
Konzentration fur die qualitativen Positivkontrollen des Hauptversuches zu
bestimmen.

Quelle: eigene Vorversuche

Die somit bestimmte, geeignete Konzentration der Positivkontrollen fand
sich im Versuch in sog. Microscales [Amersham Pharmacia Biotech,
Amersham, GB] wieder. Diese, auf jedem Film aufgebrachten
Teststreifen, enthielten das Radioisotop Tritium in einem Polymer
gebunden. In 6-8 sichtbaren Zonen mit unterschiedlicher Konzentration,
welche auf einem Streifen untereinander angeordnet sind, stellt jede
Zone eine spezifische Isotopen-Aktivitat dar. Dies wird in der folgenden
Abbildungen kurz dargestellt. Nur die Zone mit der gréBten Schwarzung
wurde als Bezugspunkt fir die quantitative Messung verwendet.
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Abbildung 2.8
Angegeben sind die spezifischen Aktivitdten der einzelnen Bereiche in Bg/mg
und in nCi/mg.

[3H] Microscales

(RPA506)

Ba/mg nCi/mg

4048.0 1094

24680 667

1487.0 402
8728 @ 236
525.4  14.0
320.4 8.7
175.0 4.7
110.6 3.0

Quelle: Katalog Amersham Pharmacia Biotech

Abbildung 2.9

Auf einem Film aufgebrachte Microscales. Die
niedrigeren spezifischen Aktivitaten sind nicht
abgebildet, da sie den Rodntgenfilm nicht s
schwarzten. Die rote Ellipse zeigt, wie per Image
Quant™ die optische Dichte des intensivsten
Feldes der Microscales bestimmt wurde.

Quelle: eigene Arbeit
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Eine Kreuzkontamination der Praparate mit unterschiedlichen Enzymen
und Lésungen wurde durch getrenntes Waschen und getrennte GefaBe
streng vermieden. Die Nick-Translation wurde mittels eines Standard-
Kits durchgefihrt (Kit Nick-Translation, Kat.-Nr. 976776) [ROCHE
Diagnostics - Applied Science, Mannheim].

2.8.3 Densitometrische Auswertung

Uber ein Laser-Densitometer erfolgte das Einlesen der Autoradiogramme
in den Computer (Personal Densitometer SI, Molecular Dynamics). Uber
das Computerprogramm Image Quant™ 4.1 wurden die
Schwaérzungsgrade in den Arealen gemessen. Hierbei fand ein
einfestgelegtes Muster Verwendung. Gemessen wurden:

linker Ventrikel gesamt, ohne Lumen
eine epikardiale Sichel

eine myokardiale Sichel

eine endokardiale Sichel

o~ 0 pnp -

ein reprasentativer Teil des rechten Ventrikels

Dieses Verfahren der myokardialen Drittelung fuBt auf der Idee, auf diese
Weise Unterschiede in der schichtweisen Myokardversorgung feststellen
zu kénnen. Eine schematische Darstellung findet sich in der Abbildung
2.10.
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Abbildung 2.10 Schematische Darstellung der  verschiedenen
Auswertungsareale zur Quantifizierung der Dichte der DNS-Einzelstrangbriiche
im autoradiographischen Nachweis nach Nick-Translation (Die nummerierten
Felder entsprechen den o0.g. Messarealen).

[] 2.
[]3.
] 4.
[] 5.

2. + 3. + 4. entsprechen dem gesamten
linken Ventrikel, also dem Messareal mit
der Nummer 1.

Fir die Referenzwertbestimmung (RW) pro Film wurde die optische
Dichte des jeweils intensivsten Feldes der 3 auf jedem Film mitgeflhrten
Microscales bestimmt (Polygonales Messfeld). Die
Hintergrundschwarzung (HS) wurde ebenfalls bericksichtigt und mit drei
groBen, ellipsenférmigen Arealen verteilt Gber den Film berechnet. Das
Programm berechnete fir jedes Areal die mittlere optische Dichte mit
Standardabweichung, Median und FlachengréBe (in Pixeln). Die Werte
wurden zur Weiterverarbeitung in MS-Excel™-Tabellen Gbernommen
[Microsoft Deutschland GmbH, UnterschleiBheim]. Der genaue Ablauf
ging wie folgt von statten.

1. Als erster Schritt wurde der ,Range“ des Durchschnittswertes der
optischen Dichte (Average) fur jeden Film auf einen Bereich von 0,0
bis 1,0 eingestellt.

2. Ein Mittelwert fr die Hintergrundschwéarzung (HS) wurde aus den
drei Ellipsen eines Filmes und deren Hintergrundwerten berechnet.
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Bei allen folgenden Messungen musste dieser Grundwert von den
Rohwerten subtrahiert werden.

Nach dem gleichen Prinzip wurde aus den am intensivsten
geschwarzten Arealen der Microscales eines Filmes ein Mittelwert
berechnet. Von diesem Wert musste die Hintergrundschwéarzung
subtrahiert werden, um daraus den Referenzwert (RW) eines
Filmes bilden zu kénnen. Dieser Referenzwert wurde dann mit einer
optischen Dichte von 1=100% festgelegt.

Von jedem Tier wurden funf Praparate der Schnittebene 8
angefertigt. Bei jedem Praparat wurden, nach dem oben
dargestellten Verfahren, samtliche Areale ausgemessen. Aus den
jeweiligen Arealen aller funf Praparate wurden sodann die
Mittelwerte errechnet. Also z.B. der Mittelwert aus funf
Endokardsicheln usw.. Diese Mittelwerte wiederum wurden durch
die HS korrigiert.

Musste beispielsweise aufgrund von Artefakten, oder einem
ungunstig gelegenen Ventrikellumen ein einzelnes Messareal in
mehrere unterteilt werden, so wurde wie folgt berechnet:

Avi*F1+...+Avn*Fn
Fi1+...+Fn

Av=Average (Durchschnittswert); F=Flache; n=Anzahl der Teilstlicke

Eine Extremwertkorrektur fand durch die Herausnahme des
jeweiligen Schnitt mit dem sowohl héchsten, als auch niedrigsten
Werte fir den linken Ventrikel statt.

Die somit pro Tier verbliebenen drei Werte pro Messareal wurden
nun in Relation zum Referenzwert mit einem Wert von 100%
gesetzt und als relative Dichte in Prozent angegeben. Aus diesen
Werten wurde anschlieBend ein Mittelwert gebildet, so dass flr
jedes Tier jeweils ein Wert pro Schicht in die statistische
Auswertung einging

Die statistische Auswertung erfolgte direkt im Anschluss, nachdem
bei allen Tieren die Kodierung aufgehoben und die Tiere
entsprechend ihrer Gruppenzugehdérigkeit geordnet wurden.
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Abbildungen 2.11

Dargestellt sind Schnittbeispiele fir alle Tiergruppen. Zu erkennen sind die
starker geschwarzten Areale. a) O,-Kontrolle; b) NaCl-Kontrolle; ¢) Prophylaxe;
d) Therapie

Rechter Ventrikel (RV), Linker Ventrikel (LV)
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Abbildung 2.12Schematische Darstellung der Filmbelegung mit je 5
Schnitten von 4 Versuchstieren, den Microscales flr die Ermittlung des
Standards sowie einer Positiv- und einer Negativ-Kontrolle. Zuséatzlich sind die
Felder fur die Bestimmung der Hintergrundschwarzung (HS) eingezeichnet.

Microscales 1-5

Tier1 I Tier2
Schnitt 1 g Schnitt 1
Schnitt 2 ! Schnitt 2
Schnitt 3 i Schnitt 3
Schnitt 4 i Schnitt 4
Schnitt 5 ; Schnitt 5

é

Tier3 Tier4
Schnitt 1 Schnitt 1
Schnitt 2 Schnitt 2
Schnitt 3 Schnitt 3
Schnitt 4 Schnitt 4
Schnitt 5 Schnitt 5
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3 Ergebnisse

3.1 Intraoperative Messwerte

In die statistische Auswertung wurden nur Tiere aufgenommen, die den
kompletten Versuch, also 25 min Ischamie und 120 min Reperfusion,
durchlaufen haben. Tiere, die vor Versuchende verstarben, wurden nicht
ausgewertet und sind somit auch nicht dargestellt. Die gesamten Daten
sind nochmals im Anhang mit Mittelwert und Standardabweichung
tabellarisch dargestellt.

3.1.1 Gewicht

Beim Gewicht konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Gruppen festgestellt werden. Das Gewicht der Tiere lag zwischen 2609
und 3869 vor Versuchsbeginn (Tabelle 8.3.1 im Anhang).

3.1.2 Hamodynamik

Hierunter werden der mittlere arterielle Druck (Tabelle 8.3.3), der
zentralvendse Druck (Tabelle 8.3.4) und die Herzfrequenz (Tabelle 8.3.2)
gefasst. MAP und ZVD gehéren zu den invasiven Messungen und sind
nur durch Katheterisierung maglich.

Der ZVD bewegte sich wahrend des Versuches im Bereich von 5,5 - 8
mmHg in allen Gruppen. Signifikante Unterschiede zwischen den
Gruppen konnten nicht festgestellt werden.

Sowohl beim MAP, als auch der HF, konnte zu Versuchsbeginn kein
signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen beobachtet werden.
Auch die PFC-Applikation hatte hierauf keinen relevanten Einfluss.
Jedoch war in der Prophylaxe-Gruppe ein tendenziell geringerer MAP
festzustellen. Diese Veranderung zeigte aber keine statistische
Signifikanz. Zum Ischamieende hin zeigte sich der MAP in Gruppe 1 im
Vergleich zu Gruppe 3 signifikant erniedrigt. In den letzten 50 min der
Reperfusion waren zwischen den Gruppen, G4 und G3 signifikante
Unterschiede bei der Herzfrequenz, G4 > G3, festzustellen.
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Abbildung 3.1 Darstellung des MAP und der Herzfrequenz.
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3.1.3 Inspiratorische Sauerstoff-Konzentration und
Blutgasanalysen

Bis auf die Ox-Kontrollgruppe konnte keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Gruppen festgestellt werden. Dieses beruht jedoch auf
dem Versuchsaufbau, da in G4 eine Beatmung mit einer FIO, von 30%
geplant war (Tabelle 8.3.5). Somit waren der arterielle pO. (Tabelle
8.3.6) und die arterielle SaO, (Tabelle 8.3.13) in Gruppe 4 geringer als in
den anderen Gruppen. Zum jeweiligen Zeitpunkt der PFC-Applikationen
und den ersten 10 min der Reperfusion konnte, sowohl in der Therapie-,
als auch der Prophylaxe-Gruppe ein signifikanter Anstieg des paO-
gemessen werden. Fir den arteriellen pCO; konnten keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Gruppen festgestellt werden (Tabelle 8.3.7).

3.1.4 Gesamte Hamoglobinkonzentration

Es konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen flr
die gesamte Hamoglobinkonzentration detektiert werden (Tabelle
8.3.11).

3.1.5 Saure-Basen-Haushalt

Zu Beginn der Messungen zeigte sich eine signifikante Differenz des
arteriellen pH-Wertes (Tabelle 8.3.8) zwischen den Gruppen G2
(Therapie) und G3 (Oz-Kontrolle). Bei weiteren Messungen bestand
dieser Unterschied nicht mehr. Das Standard-Bikarbonat (Tabelle 8.3.9)
sowie der s-Base-Excess (Tabelle 8.3.10) konnten ohne
Gruppenunterschiede stabil gehalten werden.

3.1.6 Blutzucker-Konzentration

Der Blutglukosewert (Tabelle 8.3.20) lag bei allen Tieren zwischen 106—
138 mg dI”. Signifikante Unterschiede zeichneten sich zwischen den
Gruppen nicht ab.
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3.1.7 Elektrolyte

Die Konzentrationen von Na* (Tabelle 8.3.17), K* (Tabelle 8.3.18) und
Ca™ (Tabelle 8.3.19) wiesen zumeist keine deutlichen Unterschiede auf.
Lediglich zum Messzeitpunkt Ligatur + 20 min wies die K*-Konzentration
in der Prophylaxe-Gruppe einen signifikanten Unterschied gegentber der
Therapie-Gruppe auf.

3.1.8 Temperatur

Bei der Temperatur (Tabelle 8.3.21) konnten keine signifikanten
Unterschiede festgestellt werden. In samtlichen Gruppen konnte die
rektal gemessene Képertemperatur im Bereich zwischen 37,5 °C und
38,5 °C gehalten werden. Dies entspricht einer Normothermie bei Ratten.
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3.2 -Area atrisk”

Die “Area at risk” wurde in diesem Versuch als Bezugspunkt fir das “No-
reflow“-Phdnomen verwendet. Hierfir fand eine planimetrische
Auswertung des Areals in Bezug auf den linken Ventrikel gesamt statt.

Die ,Area at risk” als Prozentangabe vom gesamten linken Ventrikel,
ohne Lumen, zeigte unter den Gruppen keine signifikanten Unterschiede.
Die Prozentangaben lagen zwischen 29,8 und 35,5 % Volumenanteil des
linken Ventrikels (MW+SD).

Abbildung 3.2
Dargestellt sind die GrdBe der “Area at risk” in Prozent des linken Ventrikels.

B Therapie mO2 Kontrolle
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3.3 ,,No-reflow“-Areale

Wie bereits erwahnt wurde, sollten die die ,No-reflow“-Areale in Relation

zur ,Area at risk® angegeben werden.

Hierbei konnten zwischen der O.-Kontrollgruppe und der NaCl-Gruppe

keine signifikanten Unterschiede gezeigt werden. In beiden PFC

behandelten Gruppen stellten sich verringerte ,No-reflow“-Areale im

Vergleich zur NaCl-Gruppe dar, wobei diese jedoch nur bei der

Gegentiberstellung der Prophylaxe-Gruppe zur NaCl-Gruppe signifikant

ausfielen.

Abbildung 3.3

Dargestellt sind die ,No-reflow” Areale in Prozent der ,Area at risk®.
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3.4 Nick-Translation

Die Auswertung der Nick-Translation erfolgte Uber eine densitometrische
Messung funf unterschiedlicher Schnitte eines jeden Tieres aus der
Ebene 8. Hierbei wurde der linke Ventrikel jeweils in drei Schichten, epi-,
myo- und endokardiale Schicht, unterteilt. Diese Areale wurden ins
Verhéltnis zu einem reprasentativen Areal des rechten Ventrikels
gesetzt.  Alle  Messungen  erfuhren  eine  Korrektur  der
Hintergrundschwarzung und jeder Film besaB ein Microscale-Areal mit
dem definierten Schwarzungsgrad 1 = 100%, um VerhaltnismaBigkeiten
darstellen zu kénnen.

Die Quantifizierung von DNS-Einzelstrangbriichen (DNS-ESB) innerhalb
des linken Ventrikels aller mit 100 % ventilierten Tiere, erbrachte im
Vergleich zum rechten Ventrikel der Oo-Kontrollgruppe, signifikante
Unterschiede. Die Mittelwerte aller drei Schichten der O.-Kontrollgruppe
ergaben im direkten Vergleich mit den anderen Gruppen (FIO, = 1,0)
niedrigere DNS-ESB-Raten. Alle anderen Gruppen, sowohl die
Prophylaxe, die Therapie-, als auch die NaCIl-Gruppe wiesen in diesen
Regionen deutlich héhere Werte auf.

Interessanter Weise konnte keine signifikante Differenz in der O-
Kontrollgruppe zwischen dem linken und rechten Ventrikel gezeigt
werden.

Hingegen war das 95% Konfidenzintervall der DNS-ESB im rechten
Ventrikel aller mit einer FIO, von 100% therapierten Tiere héher als bei
Tieren mit einer FIO, von 0,3. Signifikant war dies aber nur im Vergleich
zur Therapie-Gruppe.
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(a) linker Ventrikel gesamt
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relative Dichte (%)

relative Dichte (%)
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Abbildung 3.4

Darstellung der unterschiedliche Schwérzungs-
grade als Box-and-Whisker-Plots.
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4 Diskussion

In der vorliegenden Studie sollte gezeigt werden, dass durch die
prophylaktische oder therapeutische Applikation von PFC die DNS-ESB-
Rate beeinflusst werden kann. Ebenso wurde von einer hypothetischen
Beeinflussung von sog. ,No-reflow"-Arealen ausgegangen. Obwohl beide
PFC-behandelten Gruppen Reduktionen des ,No-reflow"-Phdnomens
aufwiesen, konnte nur die prophylaktische Applikation eine signifikante
Reduktion von ,No-reflow“-Arealen im Vergleich zur O.-Kontrollgruppe
zeigen. Die Signifikanz konnte bei der Therapie-Gruppe nicht gezeigt
werden.

Far die Messungen der DNS-ESB-Raten sehen die Ergebnisse anders
aus. So scheint ein Zusammenhang zwischen der insuflieten O.-
Konzentration und dem Auftreten von DNS-ESB im linksventrikularen
Myokard zu existieren, das einer Ischamie und anschlieBenden
Reperfusion unterzogen wurde. Bezugspunkt fir samtliche Gruppen war
hierfir ein  reprasentatives rechtsventrikuldres Areal der O-
Kontrollgruppe. Dies entspricht Gewebe, welches in nicht-ischamischem
Myokard lag und ohne medikamentése Therapie sowie ohne erhdhte O,-
Applikation den gesamten Versuch durchlief. Hierbei konnten wir
feststellen, dass das Auftreten von DNS-ESB in séamtlichen Gruppen mit
einer FIO, von 100% signifikant héher war. Durch die Applikation von
PFC konnte Uber einen Zeitraum von 10min eine signifikante Erh6hung
des paO. festgestellt werden.

4.1 Effekte von PFC auf ,No-reflow“-Areale

Der Begriff ,No-reflow “- Phdnomen wurde im Jahre 1967 von Majno
gepragt.?® In dieser Arbeit wurden verschiedene cerebrale
Ischamiezeiten an Kaninchen getestet. Bei langeren Ischamiezeiten
konnten Veranderungen in der cerebralen Mikrozirkulation festgestellt

werden. Dieses Phanomen wurde in diversen Arbeiten bestétigt.5®: 9 9"

92 1974 konnte Kloner zum ersten Mal in einem Versuch an

Kaninchenherzen mit dem Endothel farbenden Stoff Thioflavin-S ,No-
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reflow” Areale sichtbar machen. Er pragte den Namen ,anatomical No-
reflow“® In weiteren Untersuchungen wurde versucht die
mikrovaskuldaren Veranderungen aufzudecken. Fragte Kloner noch 1993
selber in einem Artikel rhetorisch ,Does reperfusion injury exist in
humans?“**, um Kritikern die Wichtigkeit vor Augen zu fihren, so wird
das Auftreten des ,No-reflow“-Phdnomens bei Menschen heutzutage
nicht mehr in Frage gestellt.

Momentan werden diverse Mechanismen diskutiert, welche in ihrer
Gesamtheit das ,No-reflow“-Phdnomen verursachen sollen. Hierbei
scheinen  besonders  unterschiedliche  Reperfusionszeiten  die
Auspragung zu beeinflussen, weniger die Ischamiezeiten.®® Die
Wertigkeit der zugrunde liegenden Mechanismen ist bis zum heutigen

Zeitpunkt nicht geklart.

4.1.1 Ischamischer Endothelschaden und mikrovaskulare
Verschliisse
Schon in Kloners Artikel 1974 wurden am Kaninchenmodell
Veranderungen am koronaren Endothel festgestellt. In den meisten
Zonen traten Endothelschwellungen und Vorstllpungen (blebs) auf.
Diese Lumenverengungen kdnnten eine direkte Ursache fir regionale
Perfusionsdefekte sein, da sofort im Anschluss an die Wiederherstellung
des koronaren Blutflusses in Kapillaren eng gepackte Erythrozyten zu
finden sind. Somit also irgendeine Form von Perfusion kurze Zeit
bestanden haben muss um diese Erythrozyten in die wéhrend der

Ischamie verschlossenen Kapillaren zu beférdern.*®

4.1.2 Leukozyteneffekte

Engler et al. konnten zeigen, dass mit den von Kloner beschriebenen
Effekten ein Anstieg von neutrophilen Granulozyten in den ,No-reflow*-
Arealen zu beobachten ist.® Englers Versuche die Granulozyten
auszuwaschen waren erfolglos, woraus er schloss, das die Zellen am
Endothel andocken. Das Vorhandensein von neutrophilen Granulozyten
scheint die GrdBe der ,No-reflow“-Areale zu beeinflussen, aber flr das
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Auftreten von ,anatomical No-reflow” nicht Grundvoraussetzung zu sein.
So konnte auch an Herzen, die mit Leukozyten freiem Blut perfundiert
wurden, das ,No-reflow“-Phanomen beobachtet werden.®” Von groBer
Bedeutung ist aber, dass neutrophile Granulozyten Uber eine Vielzahl
von Substanzen Modulationsmdglichkeiten besitzen. So kdnnen
polymorphkernige Zellen reaktive Sauerstoffmetabolite, proteolytische
Enzyme und Lipooxygenase-Produkte (z.B. Leukotriene) freisetzen,
welche mit Thrombozyten und Endothelzellen interagieren.

Ebenso findet aber auch eine Modulation der Leukozyten durch
Endothelzellen statt. So bilden Leukozyten hierdurch gehéauft
Adhéasionsmolekile aus, so z.B. das interzelluldre Adhasions-Molekal 1
(ICAM-1), oder auch P-Selectin. Die Leukozytenaktivitat in Anwesenheit
von PFC unterliegt multiplen Mechanismen. So unterscheiden sich
prophylaktische- und  therapeutische @ PFC-Gaben in  ihrer
Leukozytenmodulation.””® Cabrales et al. zeigten bei therapeutischer
Anwendung eine verminderte Leukozytenaktivitdt. Wohingegen eine
prophylaktische Gabe eine Steigerung der Leukozytenaktivitat bewirkte.
Ob hierflir hohe Sauerstoffpartialdriicke im Gewebe verantwortlich sind
muss noch geklart werden. Des Weiteren spielen Nitratverbindungen,
Prostacyclin und der Platichenaktivierende Faktor (PAF) eine Rolle.
Thrombozyten beeinflussen polymorphkernige Granulozyten durch die
Freisetzung von Thromboxan A2, Serotonin, Lipooxygenase-Produkte,
Proteasen, Adenosin und den ,platelet-derived growth factor®, kurz
PDGF. Eine ,einfache® Interaktion mit PFC scheint eher

unwahrscheinlich.

4.1.3 Reaktive Sauerstoffmetabolite

In mehreren Arbeiten konnte gezeigt werden, dass die Freisetzung von
O-Radikalen eine weitere Endothelschadigung hervorruft. %1%

Als Orte der Freisetzung missen neben den Leukozyten die
Mitochondrien und die Xanthinoxidase Reaktion genannt werden. Durch
das gehaufte Auftreten von freien Sauerstoffradikalen kbénnte der

physiologische Abbauweg Uber die Superoxid Dismutase Uberfordert
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sein. So konnte in einer Arbeit von Przyklenk et al. gezeigt werden, dass
durch die Applikation der Reduktionsenzyme Superoxid Dismutase und
Catalase sowohl die GréBe von ,No-reflow“-Arealen, als auch das
Auftreten ultrastruktureller Endothelveranderungen verringert werden

konnte.'%®

4.1.4 Weitere Mechanismen

Es sind Dysfunktionen des GefaBtonus nach Ischdmie und Reperfusion
beschrieben wurden, welche auch Uber mehrere Wochen bestehen
kénnen. Interessanterweise  kann dieses Phanomen  durch

4 Ebenso sind mechanische

Preconditioning  verringert werden.®
Flussbehinderungen zu finden. Zu diesen zahlen myokardiale und
endotheliale Schwellungen.' %197 Dag intravaskulédre Verklumpen von
Fibrin und Thrombozyten kann ebenso als mechanisches Hindernis
gewertet werden, wobei aber auch hiermit eine Erklarung des
Phanomens nicht méglich ist.'% 1% 1'% S5 konnte bei Thrombozyten
freiem Blut zwar eine Reduktion der ,No-reflow“-Areale nach Ischamie
und Reperfusion beobachtet werden, aber eben kein Ausbleiben.’” Im
Gegensatz zu tierexperimentellen Modellen wird in klinischen Versuchen
noch ein zusatzlicher Faktor vermutet: Mikroembolien verursacht durch
atherosklerotische Plaque-Trimmer. '°' Diese kénnten, losgelést durch
z.B. Scherstress oder iatrogener Intervention, direkte Verschliisse

verursachen, oder aber sogar entziindliche Prozesse triggern.

Anhand der Vielfalt oben beschriebener Mechanismen des ,No-reflow*-
Phanomens féallt es schwer, genauere Wirkmechanismen von PFC-
Emulsionen zu verifizieren. Als sicher anzusehen ist der GrdBenvorteil
von PFC-Emulsionen als O.-Trager gegeniber Erythrozyten. (siehe
hierzu auch Abbildung 2.5) Daraus schlieBend wére auch eine weiter
bestehende Perfusion mit PFC-haltigem Plasma trotz intravasaler
Lumenverengung denkbar. Somit wirde also auch eine myokardiale O,-
Versorgung weiterbestehen. Ein kompletter Verschluss jedoch, wie von
uns vorgenommen, kdénnte auch von PFC-Emulsionen nicht passiert
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werden. Als reiner Sauerstofflieferant wirde PFC somit keine langere
Wirkung erzielen koénnen. Jedoch kann eine praischamische
Gewebsoxygenierung eventuell I/R-Schaden vermindern. Tahepold et al.
zeigten in einem Versuch an Ratten, dass Tiere, die vor
Ischamie/Reperfusion (Zeitraum 20, bzw. 180 min) in einer 95% Oo-
Atmosphére gehalten wurden, eine geringere myokardiale Schadigung
aufwiesen als Tiere unter Raumluft.'"

Diese Daten kdénnen mit unseren Ergebnissen in Einklang gebracht
werden. So konnte nur durch die prophylaktische PFC-Gabe eine
signifikante GroéBenreduktion von ,No-reflow“-Arealen bewirkt werden.
Da nach Applikation der PFC-Emulsionen jeweils signifikante
Unterschiede in Bezug auf die arteriellen Sauerstoffpartialdriicke
gegentber der NaCl-Gruppe aufgetreten sind, besitzt eine
prophylaktische = Gabe das Potenzial, einen Anstieg des
Sauerstoffgewebepartialdrucks auch im Gewebe zu bewirken. Es wéren
also ahnliche Bedingungen wie in der Arbeit von Tahepold et al.
gegeben. Die therapeutische Gabe wies nur einen Trend in der
Reduktion des ,No-reflow“-Phanomens gegenliber der NaCl-Gruppe auf.
Dieser Effekt scheint also allein durch ein hochkonzentriertes,
praischamisches 0O,-Angebot und nicht durch eine therapeutische
Applikation méglich zu sein.

Forman et al. konnten in einem tierexperimentellen Versuch zeigen, dass
eine therapeutische Gabe der PFC-Emulsion Fluosol™ im Vergleich zu
einer NaCl-Kontrolllésung eine kapillare Obstruktion verhindern kann.’
Diese Arbeit geht mit den Ergebnissen unserer Therapie-Gruppe
konform.

Wird bei bestehender Ligatur PFC injiziert, so kénnte das Medikament
erst nach Erreichen seines Bestimmungsortes eine Wirkung erzielen, im
Gegensatz zu einer prophylaktischen Gabe. Somit wirde ein
einsetzender Reperfusionsschaden der therapeutischen PFC-Gabe
direkt entgegen wirken und mdglicher Weise verhindern, dass eine
Prophylaxe &quivalente PFC-Menge mikrozirkulatorisch wirksam werden
kann. Die beiden genannten Unterschiede zu einer prophylaktischen
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Applikation kénnten eine Erklarung fir die verschiedenen -Ergebnisse in
den PFC-Gruppen sein.

Ein weiterer Erklarungsversuch, welcher auch in mehreren Arbeiten
bestatigt wird, ist eine Interaktion von PFC-Lésungen mit neutrophilen
Granulozyten, einschlieBlich eingeschrankter Chemotaxis, & 112 113 114
Daraus kénnte sich ableiten lassen, warum die prophylaktische PFC-
Gabe bessere Ergebnisse erzielt als die therapeutische. So kénnte PFC
im ischamischen Myokard die intravasale Ansammlung von neutrophilen
Granulozyten verringern. Eine ganze Kaskade kdnnte in ihrer Entstehung
gemindert werden.

Endotheladhesion von neutrophilen Granulozyten fiihrt zu weiteren
Endothelschaden, durch Lipid-Peroxidasen, Protein-Oxidasen und eine
vermehrte Freisetzung von O,-Radikalen.''® 116117

Eine therapeutische Applikation wirde wiederum ihre Wirkung erst in
einem beginnenden Reperfusionsschaden entfalten und somit
mutmaBlich schlechtere Ergebnisse erzielen. Diese Ergebnisse lassen

sich mit unserer Arbeit in Einklang bringen.

4.2 Auswirkung der PFC-Applikation auf DNS-Einzelstrangbriiche
Die von uns verwendete Technik zur DNS-ESB-Detektion, die in-situ
Nick-Translation, gqilt als Standard-Verfahren zum Nachweis von
Einzelstrangbriichen in verschiedenen Geweben.'® % '8 |n unserer
Versuchsgruppe konnte dieses Verfahren zum ersten Mal zur
quantitativ-densitometrischen ~ Auswertung von DNS-ESB am
Hundeherzen validiert werden.'”? 2003 verdffentlichten Krause et al. Die
NICK-Translation am Rattenherzen.'”

Somit stellt diese Methode eine verldssliche Technik dar, um an
Gefrierschnitten des Rattenherzens in einem Ischamie-Reperfusions-
Modell Einzelstrangbriiche zu zeigen. Als Vorteil dieser Technik sei zu
erwahnen, dass sie unabhangig von anderen Farbetechniken eine
Auswertung ermdglicht. Daher kénnten auch Schaden auBerhalb der
LArea at risk“ festgestellt werden, welche unabhangig von der Ligatur
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entstanden sind und eventuell durch eine Patentblau-Farbung kupiert
sein  konnten.  Vorteilhaft scheint auch ihre, von der
Schwarzungsintensitdt abhangige Abstufung zu sein. Ein sog.
,entweder-oder“-Prinzip, wie es bei einem Infarktnachweis mittels TTC-
Technik (Triphenyltetrazolium-Chlorid) Anwendung findet, kann durch
die Nick-Translation und ihrer Gewichtung um ein Vielfaches verfeinert
werden.

PFC-Emulsionen besitzen ein groBes physikalisches Losungsvermdgen
fir Oz und CO,. Hierflr sind aber hohe Partialdriicke der jeweiligen
Gase notwendig. Es ist jedoch bekannt, dass die Schwere von
Radikalenreaktionen  direkt vom  Sauerstoffgewebepartialdruck
abhangig ist.""® Somit ware fir die PFC-Anwendung ein regelrechter
Radikalen-“burst mit seinem zellularen Schadigungspotenzial zu
erwarten.

Die Nick-Translation stellt eine frihe, sensitive Technik dar um
ischdmische, oxidative Zellschadigungen widerzugeben.'® 12°

Die Ergebnisse in unserer Arbeit, in einem 25 min Ischamie- und 120
min Reperfusionsmodell zeigen auf, dass eine alleinige, hohe
inspiratorische  Oz-Konzentration mit den daraus resultierenden
Gewebepartialdriicken auszureichen scheint, um DNS-
Einzelstrangbriiche hervorzurufen. Alle Gruppen, die mit einer hohen
FIO. beatmet wurden zeigten signifikante Unterschiede in der DNS-
ESB-Rate im Vergleich zum Referenzwert (FIO, 0,3). In den beiden
PFC-Gruppen konnte sogar eine im Vergleich zur NaCl-Gruppe noch
héhere Rate an Einzelstrangbriichen nachgewiesen werden. Diese
wies zum Zeitpunkt der PFC-Applikation auch signifikant erhéhten paO,
Werte auf. Somit ziehen wir den Schluss, dass ein direkter
Zusammenhang zwischen Sauerstoffpartialdruck und dem Auftreten
von DNS-Einzelstrangbruch-Raten zu postulieren ist. Diese Hypothese
konnte durch Zingarelli und Szabados bestétigt werden.'?" 122
DNS-Einzelstrangbriiche kénnen u.U. eine Ursache fir den Untergang
der Zellen sein. Durch die Aktivierung der sog. nuclearen Poly(ADP-
Ribose) Polymerase (PARP) versucht die Zelle, die ESB-Reparatur zu
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initieren.'®® 2 Dieser Prozess lauft unter Spaltung von NAD* ab.
Steigt die PARP-Aktivitat Gber einen bestimmten Grad an, so kann dies
zu einem interzellularen NAD*- und ATP-Mangel fiihren. Dies stellt
einen Trigger fiir Zelltod dar. '?% 125 126.127. Eine wichtige Rolle scheint
ein Energiemangel der Mitochondrien zu sein. Oxidativer Stress fihrt in
ihnen zur Freisetzung von Cytochrom C, einem Zelltod-Initiator.'?® '2°
Eine verschlechterte zellulare Energiesituation fihrt zu einer
zusatzlichen Freisetzung von freien Sauerstoffradikalen (ROS), welche
wiederum einen Trigger fiir den Zelltod darstellen.’™® ' lonisiertes
Calcium spielt hierbei eine wichtige Rolle. Veranderungen der
mitochondrialen Membranpermeabilitat, verursacht durch ROS, fihrt zu
einem intramitochondrialen NAD* Verlust und somit einem weiteren

132, 130
t.

Energieverlus Interessanterweise scheint die alleinige

Aktivierung von PARP schon zu mitochondrialen Schaden zu filhren.'*

134

Kaneda et al. wiesen in einer Arbeit darauf hin, dass Myokardschaden
am geringsten ausfallen, wenn eine mittlere bis hohe
Sauerstoffpartialdriicke vorzufinden sind. Hyperoxysche Bedingungen
wiesen hingegen gréBere Schaden auf.' Dieser Versuch wurde
jedoch in einer Langendorff Apparatur durchgefihrt und somit nicht in
vivo. AuBerdem wurden keine Medikamente appliziert.

Eine abschlieBende Aussage aus unseren Ergebnissen zu tatigen ware
jedoch nicht zulédssig. Das Auftreten von DNS-ESB kann nicht als
Endpunkt betrachtet werden. Jedoch sind sémtliche DNS-Reparatur-
Mechanismen direkt energieabhangig und dirften unter ischdmischen
Bedingung ihre Funktionalitat einbiiBen."® Dies bedeutet, dass der
Nachweis von DNS-Einzelstrangbriichen nur eine zellulare
Momentaufnahme darstellt. Erst ein weiteres Erschdpfen von zellularen
Energiereserven  wiirde die  Zelle, bei Ubersteigen der
Reparaturmechanismen, in den Zelltod flhren.

Jedoch scheint, unabhangig einer PFC-Applikation, ein erhdhtes
Sauerstoffangebot den Benefit der Energiebereitstellung, durch ein
vermehrtes Auftreten freier Sauerstoffradikale aufzuheben. Eine
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zusatzliche PFC-Medikation, mit der notwendig hohen FIO,, erhéht die
DNS-ESB-Rate

4.3 Hamodynamische Wirkungen und Nebenwirkungen von
Perfluobron
1984 stellten Waxman et al. fest, dass der verwendete Emulgator
Pluronic™ F-68 Hypotensionen verursachte. Heutige PFC-Emulsionen
verwenden Emulgatoren auf Lecithin-Basis, bei denen diese
Nebenwirkung nicht mehr auftreten. Dennoch flhren zu rasche
Injektionen zu einem kurzzeitigen RR-Abfall. Langer anhaltende Effekte
sollten eher einer indirekten Wirkung zugeschrieben werden.
In unserer Arbeit zeigte sich bei der Herzfrequenz nur zwischen den
beiden nicht PFC-behandelten Gruppen eine signifikante Erhéhung zum
Versuchsende hin. Weder in G1, noch in G2 fielen unterschiedliche
Herzfrequenzen auf.
Die Prophylaxe-Gruppe wies in der Ischamiephase einen signifikant
niedrigeren MAP auf und zeigte im Restversuch einen tendenziell
niedrigeren MAP. Ursachen fir die beschriebenen Phdnomene kdénnen
nicht benannt werden und wéaren daher spekulativ.
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4.4 Methodenkritik

441 Tierversuche
Generell gilt fir Tierversuche eine eingeschrankte Ubertragbarkeit auf

den Menschen. Zwar stellt das Tiermodell der Ratte''*'. neben

142-147 und Hunden93’ 95, 148-150

Kaninchen einen Standard dar, doch
missen in Bezug auf Ubertragbarkeit dennoch Abstriche gemacht
werden. Speziell in einer Ischamie-, Reperfusionssituation kommen
folgende Punkte zum Tragen: Ratten zeigen im Gegensatz zu Kaninchen
und Hunden einen relativ  einheitlichen linksventrikularen
Versorgungstyp, ohne nennenswerte Kollateralisierung. Hierzu muss
angemerkt werden, dass dies nicht unbedingt einem Patienten mit
chronischer koronarer GefaBkrankheit entspricht.”®' Beim Menschen tritt
hingegen eine deutliche Kollateralisierung auf, welche zusatzlich zum
Mechanismus des ,Preconditioning zu einer mdglichen Reduktion von
ischamischen Folgeschaden fihrt. Des weiteren muss angemerkt
werden, dass es sich bei den Versuchstieren dieser Arbeit durchweg um
junge, gesunde Tiere gehandelt hat. Dies spiegelt nicht den
multimorbiden koronaren Risikopatienten wider. Dennoch entspricht das
von uns gewahlte Tiermodell zur Untersuchung von myokardialen
Ischamie- und Reperfusionsschaden einem weit verbreiteten,

internationalen Standard.'®?

4.4.2 Ischamie- und Reperfusionszeit

Die in der Literatur am Kleintiermodell beschriebenen Ischamiezeiten
liegen in einem Bereich von 20-90 Minuten.'*® 3% Somit liegt die von
uns gewahlte Ischamiezeit von 25 min eindeutig im unteren Bereich.
Grund hierfir war die, in einem Vorversuch festgestellte
Verschlechterung der Tiere zum Ende der Ischamiephase von 30 min,
was zu einer erhdhten Verlustrate an Versuchstieren filhrte.'*

Die gewahlte Reperfusionszeit von 120 min entspringt dem Nachweis
von Infarktarealen mittels TTC, welche aber in dieser Arbeit nicht
untersucht, wohl aber Gegenstand einer anderen Dissertation wurden.®'
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In Bezug auf die Zielparameter der vorliegenden Arbeit, die DNS-ESB-
Rate und Untersuchung des ,No-reflow“-Phdnomens, wurde eine Arbeit
von Reffelmann herangezogen. In dieser Studie konnte gezeigt werden,
dass es keine signifikanten Unterschiede im regionalen myokardialen
Blutfluss zwischen einer 120 min und 180 min Reperfusionszeit zu
geben scheint.’*?

Da DNS-Einzelstrangbriiche sehr friih auftreten, war die gewahlte
Reperfusionszeit sicherlich ausreichend, um eine quantitative

Untersuchung der unterschiedlichen Gruppen durchzufihren.

4.4.3 ,Area atrisk*

Die Stelle der Ligatur wurde bewusst in den Bereich der Aufteilung der
linken Koronararterie weiter distal gelegt. In der aktuellen
Versuchsreihe wurde entsprechend den Modifikationen von Ye et al.
zur Senkung der Mortalitédt bei kardialen Ischdmiemodellen an Ratten
57 diese Stelle vorgezogen, anstatt direkt den Hauptstamm der linken
Koronararterie zu ligieren. Dennoch liegt die GréBe der ,Area at risk”
als Anteil des linken Ventrikels mit etwa 30-35 % im durchschnittlichen
Bereich der in der Literatur beschriecben Werte. Bei vergleichbarer
Technik sind in Versuchen mit Kaninchen Werte von 30-40% '8 %9
teilweise sogar von 50-55% beschrieben worden. "® '*® Man beachte

aber, dass es sich hierbei um ein anderes Versuchstier gehandelt hat.

4.4.4 Blutflussmessung

Im Gegensatz zu der oft rein visuell durchgefiihrten Kontrolle von
Ischdmie und Reperfusion'” 4% 159181 fand in dieser Studie zusétzlich
die planimetrische Auswertung nicht perfundierter Areale mittels in-vivo
Injektion von Thioflavin-S Anwendung. Es existieren zwar auch andere
Messverfahren, z.B. die Injektion von farb- oder radioaktiv gekoppelter
Mikrosphéren, die auch am Rattenmodel schon angewendet wurden,
aber in dieser Versuchsreihe nicht zur Anwendung kamen. So ist der
Nachteil der Mikrosphéarentechnik in einer wiederholten Blutentnahme
zu sehen, welche die Gefahr einer Hypovolamie und Anamie,
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insbesondere im Rattenmodell, mit sich bringt, die streng vermieden
werden sollte.'®?

Andere Methoden, wie z.B. die Kontrastechokardiographie, angewendet
ebenfalls an Kleintieren'®®, oder die Messung per Single Photonen
Emission-Computed Tomography (SPECT)'®*, standen nicht zur
Verflugung.

4.4.5 Vorzeitige Mortalitat

Insgesamt 12 Tiere konnten aufgrund vorzeitiger Mortalitat nicht in die
Versuchsauswertung aufgenommen werden. lhre Nummern wurden mit
einer fortlaufenden alphabetischen Kennung wiederverwendet. Vier Tiere
verstarben vorzeitig in der Prophylaxe-Gruppe (G1), zwei in der
Therapie-Gruppe (G2), zwei in der NaCl-Gruppe (G3) und vier in der O»-
Gruppe (G4). Somit lag die vorzeitige Mortalitat in diesem Versuch bei ~
27%. Das verwendete Modell der kardialen Ischamie und Reperfusion ist
bei der Ratte ansonsten mit einer vorzeitigen Mortalitéat von etwa 30-50%
assoziiert."’

Somit ergibt sich folgender Kritikpunkt: Ist die Mortalitdt in einer der
Gruppen hoher als in den anderen, so gehen kardiozirkulatorisch
instabile Tiere dieser Gruppe nicht in die Auswertung mit ein.

Dies kann zu einer nachfolgenden Bevorzugung dieser Gruppe flhren.
AuBerdem kann nicht ausgeschlossen werden, dass gerade Tiere, die
einen besonders groBen Infarkt erlitten haben, nicht in die Auswertung
einbezogen wurden, da sie vorzeitig verstarben.

Unserer Ansicht nach I&sst sich dieses Problem nicht umgehen. Ohne
die Mdglichkeit der in-vivo Patentblau-Farbung ist eine Feststellung der
LArea at risk“ nicht mdéglich. Ebenso wirden unterschiedliche Ischamie-
bzw. Reperfusionszeiten samtliche weiteren Vergleiche zwischen den
Gruppen, z.B. bei DNS-ESB-Raten, unmdglich machen.

4.4.6 Lidocain-Applikation

In der Literatur ist mehrfach Uber die das Immunsystem beeinflussende
Wirkung von Lokalanésthetika berichtet wurden.'®>"®” Auch scheinen
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diese Substanzen einen Einfluss auf Myokardinfarkt und Reperfusion zu
besitzen. Jedoch sind die Angaben in der Literatur unterschiedlich.
Wahrend einige tierexperimentelle Versuche einen protektiven Effekt des
Lidocains in Bezug auf InfarktgréBe beschreiben'®'® konnten diese
Ergebnisse in anderen Untersuchungen nicht bestatigt werden.'”® Da
aufgrund der momentan vorliegenden Datenlage keine definitiven
Aussagen gemacht werden kdnnen, haben wir uns eindeutig fir eine
Lidocain-Gabe vor der Tracheotomie entschieden.

Hierbei wurden intravendse Injektionen vermieden und eine
gewichtsadaptierte Injektion verwendet. Somit sollten eventuelle
Lidocaineffekte in allen Gruppen vergleichbar sein.

4.4.7 Auswertung

In dieser Arbeit wurde das Auftreten von DNS-ESB untersucht. Hierbei
muss angefuhrt werden, dass die DNS extrem empfindlich gegeniber
diversen chemischen oder physikalischen Noxen reagiert. Somit
mussen DNS untersuchende Verfahren streng standardisiert werden.
Geringste Abweichungen kénnen artifizielle Anstiege von DNS-ESB-
Raten nach sich ziehen. Hierzu gehéren:

e Quetschung des Gewebes

e Verzdgerung des Gewebeeinfrierens

e Artifizielles Auf- oder Antauen des Gewebes
e Erschitterung

e Lichteinwirkung

Die Aufbereitung des Gewebes mittels Feinschnittkryotoms fiir die Nick-
Translation beinhaltet stets die Gefahr der GewebezerreiBung. Was die
Auswertung erschweren kann, bzw. unmdglich macht.

Bei der Auswertung der Nick-Translation muss beachtet werden, dass
die Areale manuell mit der Computer-Maus umfahren wurden und auch
die Aufteilung der Ventrikelwand in epi-, myo- und endokardiale Drittel
subjektiv  erfolgte, somit  geringflgige = Abweichungen  nicht
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ausgeschlossen werden kdénnen. Eine standardisierte, verblindete
Auswertung durch zwei Personen verhinderte hierbei eine
systematische Bevorzugung oder Benachteiligung einzelner Gruppen.

Bei der Untersuchungen der DNS-ESB kénnen Ruckschlisse fur das
gesamte Herz nicht ohne Vorbehalt gezogen werden, da Ergebnisse
nur in einer mutmaBlich reprasentativen Ebene des Herzens erhoben

worden sind.

4.5 Ausblick

Die von uns zu ersten Mal eingesetzte prophylaktische Gabe einer
PFC-Emulsion konnte keine einheitlichen Ergebnisse liefern.

So konnte zwar die prophylaktische Gabe eine signifikante Reduktion
der ,No-reflow“-Areale bewirken, im Gegenzug die therapeutische
Applikation aber nur einen Trend aufweisen. Dies stimmt in Bezug auf
die Therapiegruppe nicht unbedingt mit anderen Arbeiten tberein.>" >*
. 178 Jedoch sind die in der Literatur veréffentlichten Ergebnisse
keineswegs einheitlich. So konnten Hale et al. keinen Effekt von PFC-
Lésungen nachweisen.'® Cabrales hingegen zeigte in einem Ischamie-
Reperfusions-Modell am Hamster eine Wirkung von therapeutisch
eingesetztem PFC, wohingegen eine Prophylaxe keinen Benefit
aufwies, ja sogar durch eine gesteigerte Leukozytenaktivitdt einen
gréBeren Kapillarschaden bewirkte.'”®

Bei der Untersuchung aufgetretener DNS-ESB konnte festgestellt
werden, dass die fiir PFC-Emulsionen hohe FIO, von 0,5 — 1,0 an sich
wohl ein schadigendes Potenzial fir das Gewebe aufweist. So zeigten
beide Verumgruppen um den Zeitpunkt der Medikamentenapplikation
nicht nur signifikant héher paO,-Werte, sondern wiesen auch die gréBte
Schwaérzung in der densitometrischen Auswertung auf. Doch auch die
NaCl-Gruppe mit einer ebenfalls erhéhten FIO, von 1,0 zeigte im
Vergleich zum rechten Ventrikel der Gruppe G4 signifikante
Unterschiede. PFC-Emulsionen ist es also mdglich ,No-reflow“-Areale
zu verringern und gleichzeitig offensichtlich héhere

Gewebesauerstoffpartialdriicke  aufzubauen. Hieraus  resultiert
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wahrscheinlich auch eine héhere Quote an freien Sauerstoffradikalen.
Interessant ware es nun, Versuche mit einer Kombination aus PFC-
Medikamentation in prophylaktischer Anwendung und
,Radikalenfangern® durchzufihren. Um den klinischen Bezug zu
vergréBern kénnte das Modell auch dem Effekt des Preconditioning
unterzogen werden, da dies einem chronischen Herzkranken eher
entsprechen wirde. Unter diesen rezidivierenden, chronischen
Ischamien scheint eine Hochregulation von sog. ,heat shock Proteinen®
(HSP) stattzufinden. Auch dies ware ein interessanter Ansatz, da HSP
einen DNS protektiven Einfluss zu haben scheinen. Als
vielversprechend sollte die prophylaktische PFC-Gabe mit ihrem
Neutrophilen modulierenden Effekt betrachtet werden.
Kombinationstherapien scheinen den gréBten Effekt aufzuweisen und in
diese Richtung sollten zuklnftige Arbeiten unseres Erachtens weisen.
Einen ebenfalls sehr interessanten Ansatz zeigte Matsumoto in seiner
Studie indem er vorschlug eine O»-gesattigte PFC-Lésung als

Transportmedium fiir Transplantate zu verwenden.'”®
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5 Zusammenfassung

Hintergrund
Wie in mehreren Studien belegt werden konnte, erleiden koronare
Risikopatienten in ca. 5% perioperativ eine myokardiale Ischédmie, die
sich als akutes Koronarsyndrom aufBert und mit einer hohen Letalitat
verbunden ist. Es konnte gezeigt werden, dass es besonders
vulnerable Zeitpunkte fiir diese myokardialen Ischamischen Ereignisse
gibt. Die Gabe eines zellfreien Sauerstofftragers, wie z.B. einer O,-
gesattigten PFC-Emulsion, kdnnte die myokardiale Ischamie verhindern
oder deren Ausmale verringern.
Fragestellung
Es sollte in dieser Studie Gberprift werden, ob die prophylaktische oder
therapeutische Gabe einer PFC-Emulsion (Oxygent™) in der Lage ist,
in einem Ischamie-, Reperfusionsmodell am Kleintier, ,No-reflow*-
Areale in ihrer GréBe und die Entstehung von DNS-
Einzelstrangbriichen in ihrer Haufigkeit glinstig zu beeinflussen.
Methodik
In der vorliegenden Studie wurde an 32 Ratten, welche den
Versuchaufbau vollstdndig durchlaufen hatten, die Fragestellung
Uberprift. Hierzu wurde bei allen 32 Tieren in Allgemeinandsthesie eine
Tracheotomie durchgefihrt, ein ZVK, sowie ein arterieller Katheter
gelegt. AuBerdem wurde nach einer linksseitigen Thorakotomie eine
Ligatur an der linken Koronarie (LAD) angelegt. AnschlieBend folgte die
Gruppenzuteilung. Diese sah wie folgt aus:

e G1 Prophylaxe-Gruppe

e G2 Therapie-Gruppe

e G3 NaCl-Kontrollgruppe

e G4 O.-Kontrollgruppe
Die Gruppen unterschieden sich dahingehend, dass der Gruppe G1 25
min vor Ligaturverschluss 6 g kg Oxygent™, bei einer FIO, von 1,0,
appliziert wurden. Die Gruppe G2 erhielt die gleiche Dosis wie G1,
jedoch erst 10 min nach Anlage der Ligatur, aber ebenfalls mit einer
FIO. von 1,0. Gruppe G3 erhielt bei einer FIO2 1,0 eine Applikation von
NaCl. Die Gruppe G4 entsprach der Gruppe G3, jedoch bei einer
reduzierten FIO, von 0,3. Nach einer Ischamiezeit von 25 min wurde in
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allen Gruppen die Ligatur wieder gedffnet und eine 120 minltige
Reperfusion schloss sich an. Die Injektion von Thioflavin-S,
anschlieBendem Ligaturverschluss und Gabe von Patentblau
beendeten den Versuch. Es folgte die semiquantitative Auswertung der
LArea at risk“, der ,No-reflow“-Areale und der DNS-ESB mittels in situ
Nick-Translation. Alle Auswertungen wurden verblindet vorgenommen.

Ergebnisse

Es bestanden keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen
hinsichtlich  Demographie und Basisparametern. Bei einer
vergleichbaren ,Area at risk® zwischen den Gruppen, zeigte als einzige
Gruppe die Prophylaxe-Gruppe einen signifikant niedrigere Gr6Be des
~No-reflow“-Areals im Vergleich zur NaCl-Gruppe G3. Die Therapie-
Gruppe G2 konnte nur einen Trend zu einem kleineren No-reflow“-Areal
darstellen. In der Nick-Translation konnte gezeigt werden, dass alle mit
einer FIO, von 1,0 beatmeten Tiere einen signifikant héhere Rate an
DNS-ESB im Vergleich zum rechten Ventrikel der Gruppe G4
aufwiesen.

Schlussfolgerungen

In beiden mit PFC behandelten Gruppen konnten eine Reduktion der
.No-reflow“-Areale nachgewiesen werden, wobei nur die Gruppe G1
eine Signifikanz erzielte. Méglicherweise scheinen hierbei protektive
Effekte Uber die Modulation von neutrophilen Granulozyten eine Rolle
zu spielen. Im Gegenzug konnte die Untersuchung von DNS-ESB-
Raten zeigen, dass ein hoher O,-Gewebepartialdruck, welcher bei der
Anwendung von PFC mit einer FIO, von 0,5 — 1,0, zwangslaufig
entsteht, eine negative Auswirkung auf die Entstehung von DNS-
Einzelstrangbriichen hat. Zu diskutieren ware z.B. das vermehrte
Entstehen von freien Sauerstoffradikalen und der daraus resultierenden
zunehmenden Endothelschadigung mit all ihren Folgen. So muss
abschlieBend festgestellt werden, dass die beobachtete Reduktion von
~No-reflow“-Arealen unter PFC-Gabe in Relation zu einem eventuellen
erzeugten Schaden gesehen werden muss, da die nétigen FIO.-Werte
mit einem erhéhten Gewebepartialdruck einher gehen. Welche
Auswirkungen jedoch eine erhdhte Rate an Einzelstrangbrichen far
das Gewebe aufweist, ist abschlieBend nicht festzustellen, da keine
Aussage Uber den zellularen Endpunkt getroffen werden kann. Zu

74



diesem Zeitpunkt kann daher nicht festgestellt werden, ob die DNS-
ESB-Rate die Reparaturmechanismen der Zelle Ubersteigt, der Weg in
die Apoptose fihrt, oder das Gewebe nekrotisch wird, mit daraus
resultierender Entzindungsreaktion und vielleicht zusatzlichem
Gewebeschaden. Ob unter bestimmten Umsténden eine ,restitutio ad
integrum® maglich ist, missen zukinftige Studien zeigen.
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7 Anhang

7.1 Abklirzungen

ANOVA
BAGS
BGA

bp

Bq

BZ

Ca++

CO2

Da
DNS-DSB
DNS-ESB

DNS
dTTP
EK
EKG
E-Lyte
fHb
FIO,
°H
Hb
HbO,
HF
Hkt
HS
HWZ
HZV
ISNT
K+
KCI
KHK
KOD
LAD

LV
MAP
MgCl
MPS
MW
Na*
NaCl
nCi
NO
02 ct
OxyHb
p

Analysis of Variance
Behorde fir Arbeit, Gesundheit und Soziales
Blutgasanalyse
Basenpaare

Bequerel
Blutzuckerkonzentration
Calcium (ionisiert)
Kohlendioxid

Dalton
DNS-Doppelstrangbriiche
DNS-Einzelstrangbriiche

Desoxyribonucleinsaure
Desoxy[methyl-3H]Thymidine 5°-Triphosphat
Erythrozytenkonzentrat
Elektrokardiogramm

Elektrolyte

Freies (plasmatisch geléstes) Hamoglobin
Fraktion des inspirierten Sauerstoffs
Tritium

Hamoglobin

Oxyhamoglobin

Herzfrequenz

Hamatokrit
Hintergrundschwarzung
Halbwertszeit

Herzzeitvolumen

In situ Nick-Translation

Kalium

Kaliumchlorid

Koronare Herzerkrankung
Kolloidosmotischer Druck

Left Anterior Descendend=Ramus
interventrikularis anterior

Linker Ventrikel

Mittlerer Arterieller Druck
Magnesiumchlorid
Makrozyten-Phagozyten-System
Mittelwert

Natrium

Natriumchlorid

NanoCurie

Stickstoffmonoxid

Arterieller Sauerstoffgehalt
Oxygeniertes Hamoglobin
Alphafehler
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P/Pa
PAP
PBS
PFC
PTCA
RV
RW
SaOg
SBc
SBE
SD
SPECT
SVR
Temp
tHb
tPO.
TTC
Z\D
ZVK

Partialdruck

Pulmonalarterieller Druck

Phosphatyl buffered saline

Perfluorocarbone

Percutane Transluminare Coronarangioplastie
Rechter Ventrikel

Referenzwert

Arterielle Sauerstoffsattigung

Standard Bicarbonat

Standard Basenlberschuss
Standardabweichung
Single-Photon-Emissions-Computertomographie
Systemischer Vaskularer Widerstand
Temperatur

Gesamthamoglobin
Gewebesauerstoffpartialdruck
Triphenyl-Tetrazolium-Chlorid

Zentralvendser Druck

Zentralvendser Katheter
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7.2 Ubersicht der laborchemischen Parameter

Gemessene Parameter: Berechnete Parameter:

pH SBc
PaCO> SBE
PaO2

Oqct

K*

Na*

ionisiertes Ca™

Sa0,

tHb

OxyHb

MetHb

COHb

fHb

BZ
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8 Tabellen
Tabelle 8.3.1 Gewicht der Tiere

Gewicht (g)

Gruppe MwW SD
Prophylaxe G1 328,0 + 42,1
Therapie G2 317,5 £ 20,2
NaCl-Gruppe G3 317,8 + 24,2
O,-Gruppe G4 308,3 + 21,7

Tabelle 8.3.2 Herzfrequenz

Herzfrequenz Prophylaxe G1 Therapie G2 NaCl-Gruppe G3 0,-Gruppe G4

HF (1 min ™) Mw SD Mw SD Mw SD Mw SD

Ruhe +30 431,2+ 63,5 420,0+ 70,3 4462+ 34,9 483,7+ 38,0
Applikation 1+10 465,0+ 63,6 423,7+ 58,9 453,7+ 38,0 4875+ 491
Ligatur +5 480,0+ 47,4 4412+ 425 4725+ 19,8 506,2+ 52,9
Applikation 2+10 min 488,7t 442 438,7+ 56 4725+ 41,7 4875+ 44,3
Reperfusion +10 min 476,2t 40,9 450,0+ 51,9 461,2+t 422 476,2+ 40,9
Reperfusion +20 min 465,0+ 42,4 450,0% 54,0 472,5+ 38,9 495,0+ 54,0
Reperfusion +30 min 446,2+ 57 468,7+ 39,5 461,2+ 56 4912+ 448
Reperfusion +40 min 4612+ 4438 472,5+ 41,7 468,7t 36,5 506,2+ 43,5
Reperfusion +50 min 4725+ 32,6 468,7+ 44,8 450,0+ 30 510,0+ 45*

Reperfusion +60 min 476,2+ 27,8 468,7+ 44,8 4462+ 23,4 510,0+ 42,4*
Reperfusion +70 min 480,0+ 30 457,5% 49,1 450,0+ 25,9 498,7+ 36,5*
Reperfusion +80 min 450,0+ 25,9 453,7+ 38,0 4575+ 29,0 506,2+ 38,0*
Reperfusion +90 min 480,0+ 36,7 435,0+ 39,6 4462+ 31,6 506,2+ 27,8*
Reperfusion +100 min 450,0+ 21,2 423,7+ 38,0 431,2+ 36,5 498,7+ 29,7*
Reperfusion +110 min 4575+ 19,8 427,5% 41,7 438,7+ 25,7 495,0+ 33,5
Reperfusion +120 min 453,7+ 17,9 431,2+ 36,5 423,7+ 27,8 491,2+ 47,2*

* p<0,05 G4 vs. G3



Tabelle 8.3.3 Arterieller Mittlerer Blutdruck

MAP Prophylaxe G1 Therapie G2 NaCl-Gruppe G3 0,-Gruppe G4

mmHg Mw SD Mw SD Mw SD Mw SD
Ruhe +30 98,7+ 17,5 96,7+ 13,2 93,6+ 21,2 98,7+ 19,2
Applikation 1+10 99,7+ 23 96,7+ 15,3 107,3+ 19,1 103,5+ 18,8
Ligatur +5 67,3t 21,3* 98,3+ 20,2 97,3+ 19,8 1056+ 21,9
Applikation 2+10 min 79,6+ 224 90,0+ 23,3 98,3+ 19,5 111,2+ 18,4
Reperfusion +10 min 83,5+ 241 101,6+ 23,3 88,6+ 19,2 94,0+ 39,8
Reperfusion +20 min 73,6+ 19 100,8+ 26,3 85,6+ 144 98,6+ 19,3
Reperfusion +30 min 71,5+ 241 99,8+ 23,2 78,3+ 11,0 91,5+ 18,8
Reperfusion +40 min 66,7+ 22,7 95,1+ 21,3 77,8+ 15,0 85,1+ 19,0
Reperfusion +50 min 67,6+ 20,6 91,0+ 18,3 75,7+ 13,7 99,3+ 14,9
Reperfusion +60 min 68,3+ 26 88,1+ 23,5 76,7+ 17,8 94,2+ 18,3
Reperfusion +70 min 64,8+ 26,2 88,3+ 26,7 78,2+ 15,8 88,3+ 18,3
Reperfusion +80 min 62,6+ 20,4 86,5+ 21,3 76,5+ 21,5 90,1+ 21,6
Reperfusion +90 min 66,6+ 22,6 85,7+ 23 73,8+ 17,3 89,6+ 23,1
Reperfusion +100 min 69,7t 29,4 83,0 21,5 66,0+ 13,5 87,0+ 26,6
Reperfusion +110 min 69,8+ 26,8 85,1+ 23 62,7+ 16,6 86,1+ 215
Reperfusion +120 min 69,8+ 24,8 98,1+ 27,5 73,1+ 18,9 89,0+ 24,9

* p<0,05 G1 vs. G3
Tabelle 8.3.4 Zentraler Venendruck

|[Ruhephase Applikation1 Okklusion Applikation2  Reperfusion Reperfusion

ZVD (mmHg) +10min +10min +5min +10min +10min +110min
Gruppe

MW  SD MW  SD MW  SD MW  SD MW  SD MW  SD
Prophylaxe G1 6,7 +3,5 7,0 +3 6,5 +2,5 6,3 +2,1 5,6 +3,2 6,5 +3,7
Therapie G2 6,0 +1,8 6,3 £1,9 7,0 £1,9 76 +4,1 6,2 +2,3 57 +1,7
NaCl-Gruppe G3| 7,0 +2,7 6,8 +34 72 27 76 2,5 71 1.8 75 +15

O,-Gruppe G4 6,1 +2 6,6 +2 76 +29 6,6 +2 76 3,2 6,3 +2,2



Tabelle 8.3.5 Inspiratorische Sauerstoffkonzentration

|[Ruhephase Applikation1  Okklusion Applikation2  Reperfusion Reperfusion
Fi04(%) +10min +10min +5min +10min +10min +110min
Gruppe
MW SD MW SD MW SD MW SD MW SD MW SD
Prophylaxe G1 96,1 + 3,87 96,3 + 3,78 96,1 + 4,09 96,0 + 4,47 96,0 + 4,47 96,2 + 3,85
Therapie G2 94,3 + 4,57 94,0 + 4,78 92,8 + 5,72 93,3 + 4,96 93,2 + 5,20 92,7 + 5,31
NaCl-Gruppe G3| 97,0 + 4,81 96,7 + 4,59 97,2 + 4,50 96,8 + 4,36 96,6 + 4,44 96,5 + 5,10
0,-Gruppe G4 31,6+245 * 321+372 * 315+193 * 31,1+136 * 31,1+1,13 * 315+2,07 *
(* p<0,05 vs. NaCl-Kontrolle)
Tabelle 8.3.6 Arterieller Sauerstoffpartialdruck
[Ruhephase Applikation1 Okklusion Applikation2  Reperfusion Reperfusion
paO, (mmHg) +10min +10min +5min +10min +10min +110min
Gruppe
MW  SD MW  SD MW  SD MW  SD MW  SD MW  SD
Prophylaxe G1 361,9 +96 4747 +75 * 446,0 +121 371,7 +146 431,7 £+107 * 401,5 +101 *
Therapie G2 388,3 +75 4152 +82 405,9 +82 5453 +40 * 5248 +51 * 477,0 +53
NaCl-Gruppe G3| 3324 +127 3452 +136 354,1 +103 342,1 +109 329,4 +94 380,3 +108
O,-Gruppe G4 106,4 +24 * 108,1 +24 * 108,0 +12 * 1077 +16 * 97,43 +20 * 9854 +24 *
(* p<0,05 vs. NaCl-Kontrolle)
Tabelle 8.3.7 Arterieller Kohlendioxidpartialdruck
|Ruhephase Applikation1 Okklusion Applikation2 Reperfusion Reperfusion
paCO, (mmHg) |+10min +10min +5min +10min +10min +110min
Gruppe
MW  SD MW  SD MW SD MW  SD MW  SD MW  SD
Prophylaxe G1 38,3+48 38,2 +6,6 37,1 + 4,1 36,8 +4,9 38,6 + 3,1 39,1 +52
Therapie G2 31,3 +88 34,4 + 3,9 33,7 +3,7 353 + 42 37,8+55 37,3 + 5,1
NaCl-Gruppe G3| 39,3 +7,2 38,3 £ 6,3 415+ 1,7 40,3 + 5,0 39,2 + 5,8 38,4 + 6,4
0,-Gruppe G4 339 +76 34,5 + 6,3 36,8 + 6,4 36,3 +5,9 357 +57 38,1 +79

(* p<0,05 vs. NaCl-Kontrolle)



bTabelle 8.3.8 Arterieller pH-Wert

|[Ruhephase Applikation1 Okklusion Applikation2  Reperfusion Reperfusion
pH +10min +10min +5min +10min +10min +110min
Gruppe
MW  SD MW  SD MW  SD MW  SD MW  SD MW  SD
Prophylaxe G1 7,3 +0 7,3 +0 7,3 +0,1 7,3 +0,1 7,3 0,1 7,2 0,1
Therapie G2 74 +0,1 74 +0 73 +0 73 +0 7,3 +0 7,2 +0
NaCl-Gruppe G3| 7.3 +0 73 +0 7,3 +0 7,3 +0 73 +0 7,3 +0
0,-Gruppe G4 74 +0 74 +0 7,3 0,1 7,3 0,1 7,3 0,2 73 +0
(* p<0,05 vs. NaCl-Kontrolle)
Tabelle 8.3.9 Standardbikarbonat-Konzentration
[Ruhephase Applikation1 Okklusion Applikation2  Reperfusion Reperfusion
HCO; (mmol™)  |+10min +10min +5min +10min +10min +110min
Gruppe
MW SD MW SD MW SD MW SD MW SD MW SD
Prophylaxe G1 22,0 + 2,60 22,0 + 3,43 19,9 + 1,81 18,7 +2,93 20,0 + 1,81 18,2 + 2,58
Therapie G2 19,6 + 3,04 21,1 +2,46 19,4 + 2,36 19,6 + 2,40 19,2 +1,38 17,4 + 2,80
NaCl-Gruppe G3| 220 + 3,54 21,2 + 3,44 22,3+ 0,96 221 +2,14 21,0 £ 1,71 19,6 + 3,80
O,-Gruppe G4 21,0 +2,79 20,6 + 2,34 20,6 + 3,11 20,1 +3,19 18,3 + 4,91 19,7 + 3,29
Tabelle 8.3.10 Standard-Basentiberschuss
[Ruhephase Applikation1 Okklusion Applikation2  Reperfusion Reperfusion
SBE (mmol") +10min +10min +5min +10min +10min +110min
Gruppe
MW  SD MW  SD MW  SD MW  SD MW  SD MW  SD
Prophylaxe G1 2,1 +2.7 21 34 4,4 +21 -6,0 £3,4 -45 +2.4 6,9 +3,2
Therapie G2 -4,0 £2,5 2,8 £25 -46 25 -46 25 5,4 12 7,7 £3,1
NaCl-Gruppe G3 2,3 +3,3 -3,1 +3,3 2,3 +1 2,3 +2,2 3,4 +1,6 -5,3 +3,7
O,-Gruppe G4 -1,7 £33 -32 1,9 -36 £3,2 -4,3 +34 -6,5 6,6 -4,9 32




Tabelle 8.3.11 Gesamthamoglobin Konzentration

|[Ruhephase Applikation1 Okklusion Applikation2  Reperfusion Reperfusion

tHb (g dI-1) +10min +10min +5min +10min +10min +110min
Gruppe

MW  SD MW SD MW  SD MW SD MW SD MW SD
Prophylaxe G1 14,4 +17 12,6 +1,7 12,5 +1,6 12,4 +14 12,8 +12 12,7 +13
Therapie G2 13,6 +0,8 12,1 +1,1 12,9 +1,2 11,8 +1,7 12,0 +13 12,0 +12
NaCl-Gruppe G3| 13,0 +1 12,1 £1,2 12,1 £1,6 11,6 +£12 11,3 £12 11,9 +£12
O,-Gruppe G4 12,1 +1,1 11,7 £1,2 11,6 +1,1 11,1 +1,2 11,6 +13 11,8 +12

Tabelle 8.3.12 Art. Sauerstoffgehalt

|Ruhephase Applikation1 Okklusion Applikation2 Reperfusion Reperfusion
O.ct (ml dr’) +10min +10min +5min +10min +10min +110min
Gruppe
MW SD MW SD MW SD MW SD MW SD MW  SD
Prophylaxe G1 19,5 +2,3 16,0 +1,9 15,8 +2 155 +2 16,2 +1,9 16,3 +3,2
Therapie G2 18,6 +1,1 17,0 +1,9 17,8 +1,7 15,0 +2,3 15,3 +2,5 15,1 +2,3
NaCl-Gruppe G3| 17,8 +1,3 16,5 +1,6 16,7 +2,2 15,9 +1,9 15,6 +2,2 16,4 +3
O.-Gruppe G4 15,8 +1,7 15,1 +2,1 151 +1,4 145 +15 141 +1,8 14,0 +1,9
Tabelle 8.3.13 arterielle O, Sattigung
|Ruhephase Applikation1 Okklusion Applikation2 Reperfusion Reperfusion
Sa0, (%) +10min +10min +5min +10min +10min +110min
Gruppe
MW SD MW SD MW SD MW SD MW SD MW SD
Prophylaxe G1 99,8 +0,1 99,9 +0 99,8 +0,2 99,6 +0,4 99,8 +0,1 99,8 +0,2
Therapie G2 99,8 +0,1 99,8 +0 99,8 +0,1 99,9 +0 99,9 +0 99,9 +0
NaCl-Gruppe G3| 99,7 +0,3 99,6 +0,3 99,7 +0,2 99,7 +0,2 99,7 +0,3 99,7 +0,4
O.-Gruppe G4 97,0 +24 * 97,0 +26 * 975 +08 * 973 1,1 * 950 45 * 956 +4

(* p<0,05 vs. NaCl-Kontrolle)



Tabelle 8.3.14 Zentral venose Sattigung

|[Ruhephase Applikation1 Okklusion Applikation2  Reperfusion Reperfusion
SAT (%) +10min +10min +5min +10min +10min +110min
Gruppe
MW SD MW SD MW SD MW SD MW SD MW SD
Prophylaxe G1 99,8 + 0,26 99,9+ 0,25 100 + 0,00 99,9 + 0,14 99,9 + 0,04 99,8 + 0,46
Therapie G2 99,9 + 0,11 100 £0,00 99,9 + 0,07 99,2 + 1,86 98,9 + 2,85 99,8 + 0,53
NaCl-Gruppe G3| 99,6 + 0,68 99,5+0,60 99,7 +0,37 99,6 + 0,53 99,8 + 0,36 99,8 + 0,21
0,-Gruppe G4 944 +6,36 * 935+7,21* 943+336 * 949240 89,1+124 * 868+129 *
(* p<0,05 vs. NaCl-Kontrolle)
Tabelle 8.3.15 Arterielle Konzentration Oxyglobin
[Ruhephase Applikation1 Okklusion Applikation2  Reperfusion Reperfusion
HbO, (%) +10min +10min +5min +10min +10min +110min
Gruppe
MW SD MW  SD MW  SD MW  SD MW SD MW SD
Prophylaxe G1 98,7 +0,7 93,6 +3,5 92,6 +3,1 * 922 #2 92,4 +2,3 91,6 +2,7
Therapie G2 98,5 +0,6 98,5 +0,5 98,6 +0,6 91,5 +1,8 91,6 +1,8 90,4 1,9 *
NaCl-Gruppe G3 | 985 +1 98,4 +0,9 98,5 +0,8 98,5 +1 98,6 +0,8 98,8 +0,6
O.-Gruppe G4 93,4 +6,4 * 926 +7,3 * 931 +31 * 939 +23 88,2 +12 * 859 +13 *
(* p<0,05 vs. NaCl-Kontrolle)
Tabelle 8.3.16 Desoxyhamoglobin (RHb)
|Ruhephase Applikation1 Okklusion Applikation2  Reperfusion Reperfusion
cHHb (% ) +10min +10min +5min +10min +10min +110min
Gruppe
MW  SD MW  SD MW  SD MW  SD MW SD MW SD
Prophylaxe G1 0,1 0,3 0,1 0,3 0,0 +0,1 0,0 +0,1 0,0 +0,1 0,1 +0,4
Therapie G2 0,0 0,1 0,0 +0 0,0 +0,1 0,7 £1,9 1,0 £+2,9 0,1 +0,5
NaCl-Gruppe G3| 0,3 +0,6 0,4 +0,6 0,2 +0,3 0,3 0,5 0,1 +0,4 0,1 +0,2
O-Gruppe G4 55 +63 * 64 +71 * 57 £32 * 5024 * 107 x12 * 13,1 +13 *



Tabelle 8.3.17 Natrium Konzentration

|[Ruhephase Applikation1 Okklusion Applikation2  Reperfusion Reperfusion
Na* (mmol'1) +10min +10min +5min +10min +10min +110min

Gruppe
MW  SD MW  SD MW  SD MW  SD MW  SD MW  SD
Prophylaxe G1 138,6 +4,4 139,6 +1,9 139,3 +4,1 137,3 +3,4 140,5 +4.,5 140,3 +4,7
Therapie G2 140,4 +4,5 137,6 4,5 139,9 +4.9 139,4 +4,1 140,1 +3 143,3 +2,3
NaCl-Gruppe G3| 139,8 +9,5 1426 +3,1 140,1 +3,9 143,0 +3,3 141,3 +3,8 143,9 +59
O.-Gruppe G4 139,9 +2,9 138,6 +4,5 137,6 6,6 138,3 +8,5 139,5 +3,7 143,0 +4,6

Tabelle 8.3.18 Kalium Konzentration

|Ruhephase Applikation1 Okklusion Applikation2 Reperfusion Reperfusion
K* (mmol '1) +10min +10min +5min +10min +10min +110min
Gruppe
MW  SD MW  SD MW  SD MW  SD MW  SD MW  SD
Prophylaxe G1 59 +1 54 +0,7 56 +1,1 59 +0,7 * 56 1,1 6,8 +1,6
Therapie G2 47 +1,2 49 +0,5 4,9 +0,7 45 +0,5 4,7 +0,4 53 +1,1
NaCl-Gruppe G3| 51 +0,9 47 +1,1 51 +0,8 4,7 +0,8 48 +0,8 54 +1,3
O.-Gruppe G4 49 +0,5 47 +0,7 48 +0,8 46 +0,8 49 +14 54 +15

(* p<0,05 vs. NaCl-Kontrolle)
Tabelle 8.3.19 lonisierte Calcium Konzentration

|[Ruhephase Applikation1 Okklusion Applikation2  Reperfusion Reperfusion

Ca** (mmol™) |+10min +10min +5min +10min +10min +110min
Gruppe

MW  SD MW  SD MW  SD MW  SD MW  SD MW  SD
Prophylaxe G1 1,2 £0,2 1,1 £0,2 1,1 0,1 1,2 £0,2 1,1 £0,1 1,2 £0,2
Therapie G2 1,1 0,1 12 +0,3 1,1 +0,1 1,1 +0,1 1,2 0,1 1,1 +0,1
NaCl-Gruppe G3| 1,1 +0,2 1,1 0,1 1,2 0,1 1,2 £0,1 1,1 0,1 1,2 £0,2

Oz-Gruppe G4 1,2 +0,1 1,2 0,1 1,2 +0,1 1,3 0,2 1,1 0,1 1,2 +0,1



Tabelle 8.3.20 Blutzucker

|[Ruhephase Applikation1 Okklusion Applikation2  Reperfusion Reperfusion
BZ (mg dI-1) +10min +10min +5min +10min +10min +110min
Gruppe
MW  SD MW  SD MW  SD MW  SD MW  SD MW  SD
Prophylaxe G1 112,6 £15 130,8 +16 125,6 +23 1251 +22 129,4 +21 106,0 +22
Therapie G2 115,8 11 116,3 £20 106,8 +20 138,8 +18 137,9 +17 127,8 +22
NaCl-Gruppe G3| 117,8 +11 117,3 22 1284 +17 131,6 +13 1275 +14 118,0 +17
O.-Gruppe G4 126,6 +21 129,0 +20 123,3 +24 128,3 +38 127,0 +42 1241 +36
Tabelle 8.3.21 Rektale Kopertemperatur
|Ruhephase Applikation1 Okklusion Applikation2 Reperfusion Reperfusion
Temperatur (°C) |+10min +10min +5min +10min +10min +110min
Gruppe
MW  SD MW SD MW SD MW SD MW SD MW SD
Prophylaxe G1 37,6 0,5 37,9 +0,3 38,1 +0,6 37,8 0,6 37,8 0,4 38,1 +0,6
Therapie G2 38,1 +0,4 38,2 +0,6 38,1 £0,4 37,7 0,6 37,7 +0,8 37,8 +0,5
NaCl-Gruppe G3| 37,8 +0,5 37,7 £0,5 37,7 1 37,4 0,9 37,8 +0,7 37,7 +0,7
O.-Gruppe G4 37,9 +0,6 37,8 +0,9 38,1 +0,5 38,0 0,6 38,0 0,9 37,8 0,5
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