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1 Einleitung

Die Inzidenz der akuten Pankreatitis betragt etwa 5 bis 80 Neuerkrankungen
pro 100.000 Einwohner [88;89]. Es gibt keine saisonalen oder tageszeitlichen
Steigerungen der Inzidenz [75] und der Ausgang ist unabhangig vom
Geschlecht [74].

Exzessiver Alkoholkonsum zeigt sich zusammen mit dem Gallensteinleiden fir
80% der Erkrankungen verantwortlich [52;76;89], wobei es durch steigenden
Alkoholkonsum zu einem allmahlichen Uberwiegen der alkoholischen Genese
gekommen ist [15;119]. Weitere Ursachen kdénnen obstruktive Erkrankungen
von Ductus pancreaticus major, Ductus pancreaticus minor oder der Papilla
vateri, Autoimmunreaktionen, Erkrankungen des Duodenums, medikamentds-
toxische Faktoren, Drogen oder endogene metabolische Erkrankungen wie
Hyperparathyreodismus oder Hyperlipidamie sein.

Bei der akuten Pankreatitis werden 2 Verlaufsformen unterschieden. Wahrend
die milde, 6dematdse Pankreatitis in der Regel zu einer restitutio ad integrum
fUhrt, verlauft die schwere als hamorrhagisch-nekrotisierende Entziindung mit
pankreatischer und peripankreatischer Gewebsdestruktion. Haufig kommt es
dabei zu schwerwiegenden lokalen und systemischen Komplikationen, wobei
10 — 30% der Falle einen letalen Ausgang haben [11;89;138]. Typische lokale
Komplikationen sind die Bildung von Pankreaspseudozysten oder
Pankreasabszessen.  Systemisch  sind  insbesondere  respiratorische

Insuffizienz, akutes Nierenversagen und Sepsis von Bedeutung.

Der Verlauf nach Induktion der akuten Pankreatitis folgt einem vergleichbaren
Schema wunabhangig von der jeweiligen Noxe. Es kommt nicht
physiologischerweise im Darmlumen zur Proteolyse von Trypsinogen zu
Trypsin durch eine in der Mucosa intestinalis produzierten Enteropeptidase,
sondern im Pankreas zu einer Translokation von Trypsinogen in Vakuolen, in
denen sich die lysosomale Hydrolase Cathepsin B befindet, welches das
Proenzym zu Trypsin aktiviert [67;80], so dass es zur Autodigestion kommt.

Sauerstoffradikale [152] und durch den Azinuszellschaden freigesetzte



proinflammatorischen Cytokine TNF-a, IL-6 und PAF bewirken eine
Chemotaxis der Leukozyten, die wiederum zusammen mit den vasoaktiven
Mediatoren NO und Endothelin zur vascularen Endothelaktivierung fihrt, die
eine Verschlechterung der Mikrozirkulation nach sich zieht, die zum Untergang
von Pankreasgewebe fiihrt, welches der entscheidende Schritt beim Ubergang
der milden, 6dematésen Form in die schwere, nekrotisierende ist. Die
entstehenden Pankreasnekrosen dienen aus dem Intestinaltrakt translozierten
Bakterien als Replikationsort, wodurch die systemische Inflammation
unterhalten wird und wesentlich zur Sepsis und zum Multiorganversagen
betragt [37].

Trotz groBer intensivmedizinischer Fortschritte gibt es derzeit noch keine
kausale Therapie der akuten nekrotisierenden Pankreatitis, sondern es erfolgt
ausschlieBlich eine Reaktion auf die durch die Erkrankung hervorgerufenen
Komplikationen. Entscheidend ist der Ubergang von der ddematdsen Form der
Pankreatitis in die nekrotisierende. Da die Initiale Enzymaktivierung und
Cytokinfreisetzung bereits irreversibel abgelaufen ist, wenn sich die
betroffenen  Patienten in der Klinik vorstellen [60], wund die
Mikrozirkulationsstérung zum Fortschreiten der Erkrankung fuhrt, stellt die
Beeinflussung der Mikrozirkulation einen Ansatz in der Therapie der
nekrotisierenden Pankreatitis dar [146].

Eine therapeutisch geeignete Substanz misste somit sowohl die Blutrheologie
verbessern, als auch einen optimierten Sauerstofftransport in ischamischem
Gewebe ermdglichen. Die ultragereinigte bovine Hamoglobinlésung HBOC-
301 (Hemoglobin Based Oxygen Carrier; Oxyglobin ®Biopure, Boston, USA)
gewahrleistet eine Verbesserung der Rheologie und einen plasmatischen
Sauerstofftransport in  Gewebearrealen, in denen der zellulare
Sauerstofftransport nahezu vollstdndig zum Erliegen gekommen ist. Dieser
Effekt, auch minderperfundierte Bereiche (95% Stenose) ausreichend mit
Sauerstoff zu versorgen, wurde bereits in umfangreichen Tierstudien
nachgewiesen [39;57;127;131;132].



In vorangegangenen Studien der Arbeitsgruppe um Prof. T. Strate, PD Dr. M.
Freitag und PD Dr. O. Mann [41;133] konnte bereits die Verbesserung der
Mikrozirkulation des porcinen Pankreas bei hamorrhagisch-nekrotisierender
Pankreatitis durch eine ultragereinigte Hamoglobinlésung und zusatzlicher
isovolamischer Hamodilution nachgewiesen werden. Bei der
normovolamischen Hamodilution ist der Effekt der Rheologieverbesserung ein
zusétzliches Supportivum der Eigenschaften des HBOC-301. Sollte beim
Patienten allerdings z.B. eine Anamie, kardiale Erkrankungen wie eine
Koronare Herzkrankheit oder eine hochgradige Aortenklappenstenose,
Blutgerinnungsstérungen oder eine Hypovolamie bestehen, darf eine
Hamodilution nicht durchgefihrt werden. Zu dem bedarf es eines hohen

logistischen Aufwandes, eine isovolamische Hamodilution durchzufihren.

1.1 Fragestellung

Durch die folgende Studie sollen folgende Fragen beantwortet werden:

e Welchen Einfluss hat die ultragereinigte bovine Hamoglobinlésung
HBOC-301 auf die Mikrozirkulation des Pankreas bei hadmorrahgisch-
nekrotisierender Pankreatitis ohne Einsatz von isovolamischer

Hamodilution im Schweinemodell?

e Erreicht man durch alleinigen Einsatz von HBOC-301 ohne
isovolamische Hamodilution einen geringeren histologischen Schaden

als in den Vergleichsgruppen?

e Gibt es durch eine Therapie mit HBOC-301 ohne isovolamische
Hamodilution einen Uberlebensvorteil im  Vergleich zu den

Kontrollgruppen?



2 Material und Methoden

2.1 Tierschutz

Die tierexperimentellen Untersuchungen dieser Versuchsreihe wurden
entsprechend dem ,Guide for the Care and Use of Laboratory Animals” von
1996 des National Research Council, Institute of Laboratory Animal
Resources, Comission on Life Science, durchgefiihrt. Die Genehmigung far
diese Versuche erfolgte durch die Behoérde fiar Arbeit, Gesundheit und
Soziales der Freien und Hansestadt Hamburg (Antragsnummer: 34/03).

2.2 Versuchstiere

Fdr die Untersuchung wurden 39 Schweine aus dem Deutschen Hybrid-
Zuchtprogramm (Zichtungszentrale Deutsches Hybridschwein GmbH) mit
einem Korpergewicht von 25-30 kg verwendet. Die Tiere wurden artgerecht
nach den Richtlinien des deutschen Tierschutzgesetzes in Gruppen von bis zu
funf Tieren in der Versuchstierhaltung des Universitatsklinikums Hamburg-
Eppendorf  gehalten und der Gesundheitszustand der  Tiere
veterinarmedizinisch Uberwacht. Die Erndhrung bestand aus nahrstoff- und
vitaminbilanziertem Futter fUr Schweine (Standarddiat fir Schweine,
Versuchstierhaltung UKE). Vor dem Versuchsbeginn wurde ein 36-stiindiges
Fasten der Tiere bei freiem Zugang zu Wasser und 20%iger Glukoseldésung
bis 12 Stunden vor Operationsbeginn sichergestellt. Die Nichternphase
diente der Verbesserung der Praparationsbedingungen und sollte
standardisierte Ausgangsbedingungen der Pankreasstimulation durch die

Nahrung gewahrleisten.



2.3 Anésthesie

Am Versuchtag wurden die Tiere zunachst gewogen, von Schnauze bis zum
Schwanzansatz  bauchseitig gemessen und anschlieBend  mittels
intramuskuldrer Injektion von 10 mg/kg KG Ketamin (Ketanest®, Atarost
GmbH, Twistingen), 4 mg/kg KG Azaperon (Stresnil®, Janssen-Cilag, Neuss)
und 0,015mg/kg KG Atropinsulfat (Atropin®, B. Braun, Melsungen)
pramediziert. Nach der Uberfiihrung in der Operationssaal wurde das Tier auf
dem Riicken fixiert, und es wurden EKG-Elektroden zur Uberwachung der
Herzaktivitdt am Rumpf und ein Sensor zur pulsoxymetrischen Messung der
0,-Séttigung (Marquette®, Milwaukee, USA) am linken Ohr platziert. Nach der
Praoxygenierung mit 100% Sauerstoff erfolgte Uber eine Venenverweilkanile
(Vasofix 1,1 mm, B. Braun, Melsungen) im rechten Ohr die Einleitung der
Narkose mittels intravendser Injektion von 0,5 mgkg KG Midazolam
(Dormicum®, Hoffmann-LaRoche, Grenzach-Wyhlen), 0,05 mg/kg KG Fentanyl
(Fentanyl-Janssen®, Janssen-Cilag, Neuss) und 1mg/kg KG Pancuronium
(Pantolax). Nach der endotrachealen Intubation (TubusgréBe 6,0-7,0 Ch)
wurde das Tier permanent mechanisch ventiliert (Romulus 800, Dréger,
Liibeck). Die Narkose wurde mittels Isofluran (MAC 1-1,5) (Forene®, Abbott,
Wiesbaden) und kontinuierlicher intravendser Injektion von 0,05 mg/kg KG/h
Fentanyl (Fentanyl-Janssen®, Janssen-Cilag, Neuss) per Perfusor
(PerfusorSecua®, Braun, Melsungen) fir die Versuchsdauer am Operationstag
balanciert aufrechterhalten. Der FiO, blieb dabei konstant bei 0,3. Der
endexspiratorische pCO. wurde konstant bei 35-40 mmHg gehalten
(Normocap CO. Monitor, Datex, Helsinki).

Eine Magensonde mit angeschlossenem Beutel entlastete den Magen.

Die Operationsgebiete wurden rasiert, anschlieBend eine Hautdesinfektion
mittels Cutasept® (Bodechemie, Hamburg) und eine sterile Abdeckung
durchgefuhrt.

Wahrend der gesamten Versuchsdauer wurde strikt auf die Aufrechterhaltung
der Korpertemperatur bei 38°C (= 0,5°C) geachtet. Diese wurde durch
Anwarmung der Infusionsiésungen, Verwendung von Warmelampen und

Waérmedecken (Bair Hugger, Augustine Medical, Inc., Eden Prairie, Stufe 1V,
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41°C) sowie einer mittels Klimaanlage konstant gehaltenen Raumtemperatur
von ca. 30°C gewabhrleistet.

Abbildung 2.1: Abgeschlossene Vorbereitungen vor den operativen MaBnahmen

24 Praparation der Halsgefasse

Es wurde rechtsseitig ein Hautschnitt von ca. 8cm Lange im Verlauf des M.
sternocleidomastoideus gesetzt. Nach Durchtrennung des Platysmas erfolgte
die Darstellung und Umschlingung der Vv. jugulares externa und interna und
der A. carotis communis. Zundchst wurde die A. carotis communis retrograd
kandliert und anschlieBend mittels Seldingertechnik ein Arterienkatheter
(Vygon Leader Cath 18 G., 10 cm, B. Braun, Melsungen) gelegt, der an der
Haut  fixiet  wurde. Der  Arterienkatheter  wurde mit  dem
Druckaufnehmersystem, dann mit dem Monitor (Solar 7000, Maquette,
Milwaukee, USA) konnektiert, wortiber kontinuierlich der arterielle Mitteldruck
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(MAP) kontrolliert wurde. AuBerdem wurde zu den Messpunkten Blut fur
Blutgasanalysen (BGA) und laborchemische Parameter entnommen. Die V.
jugularis interna wurde fischmaulartig eingeschnitten und eine Schleuse mit
Ventil (8 F, Dispomedia, Hamburg) gelegt. Das kraniale GefaBende wurde
ligiert, die Schleuse mit einer Naht an der Haut fixiert. Uber die Schleuse
wurde mittels Einschwemmtechnik ein Thermodilutionskatheter (7 F, 110 cm, 4
LG, Baxter = Deutschland, Minchen), der  zuvor Uber das
Druckaufnehmersystem mit dem Monitor verbunden und geeicht wurde,
eingebracht, so dass das Katheterende in der A. pulmonalis liegt. Bei
Aufblasen des Ballons stellte sich die typische Kurve des Pulmonalen
Kapillaren Wedge Druckes (PCWP), bei Entblockung die Kurve des Pulmonal
Arteriellen Druckes (PAP) dar, womit die korrekte Lage des Katheters
bestimmt wurde. Mittels Thermodilutionskatheter erfolgte eine kontinuierliche
Registrierung des PAP und des zentralen Venendrucks (ZVD) sowie zu den
Messpunkten die Bestimmung des PCWP und die Blutentnahme fiir eine
gemischt-vendse Blutgasanalyse. AuBerdem wurde das Herzzeitvolumen (CO)
mittels Thermodilution bestimmt, wobei aus vier Einzelmessungen mit 10 ml
auf 4°C gekdhlte NaCl-Lésung am Ende der Inspiration der Mittelwert des
jeweiligen Messzeitpunktes berechnet wurde. Messwerte, die mehr als 10%
vom Mittelwert abwichen, wurden verworfen und wiederholt. Danach erfolgte
ebenfalls nach einem Fischmauleinschnitt in die GefaBwand die Platzierung
eines Shaldon-Katheters (12 F, Certofix Trio SB 1225, B. Braun, Melsungen)
und eines Zentralen Venenkatheters (14 G. Cavafix Certo 335, B. Braun,
Melsungen) in der V. jugularis externa. Das kraniale GefaBende wurde ligiert.
Der Shaldon-Katheter diente zur Volumensubstitution mit Ringer
Infusionslésung (Bohringer, Ingelheim) und zur Blutentnahme 2zu den
Messpunkten. Dabei wurde der PCWP als BezugsgrdBe des Flissigkeitsstatus
zwischen 8-10 mmHg konstant gehalten.

Alle Drucksysteme wurden kontinuierlich mit 0,9% Kochsalzlésung perfundiert
und vor jedem Messpunkt gegen einen Referenzwert (rechter Vorhof) auf 0
kalibriert.

Danach wurden die Katheter an der Haut fixiert, das Wundgebiet gereinigt und

die Haut provisorisch verschlossen.
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Abbildung 2.2: Praparation der HalsgefaBe: Arterienkatheter (links), Schleuse mit Ventil
(Mitte), Shaldon-Katheter (rechts)

2.5 Laparotomie und Praparation

Es erfolgte eine querverlaufende Oberbauchlaparotomie zwischen der zweiten
und dritten Zitze. Damit ein Blut-Pooling vermieden wird, wurde die Milz
entfernt. AnschlieBend wurde nach Anlegen einer Tabaksbeutelnaht in die
Blasenvorderwand diese stichartig eingeschnitten und ein Absaugkatheter (16
Ch) in die Blase eingebracht, Uber den der Urin in einen Urinbeutel ablief. Es
wurde nun das Duodenum und das Pankreas aufgesucht. Mit einer
Venenverweilkanille (Vasofix 0,8 mm, B. Braun, Melsungen) wurde der Ductus
pancreaticus an dem Ubergang zum Duodenum kandliert. Nach Einbringen der
Kaniile wurde das duodenale C und der Pankreaskopf mit Enbucrilat
Gewebekleber (Histoacryl®, Braun, Melsungen) und einer Naht auf einem
Hakensystem fixiert, wodurch die spatere Mikrozirkulationsmessung erheblich
erleichtert wurde. Um den FlUssigkeitsverlust zu minimieren, wurde das
Abdomen provisorisch mit Klemmen verschlossen. Daran schloss sich eine

dreiBigminutige Aquilibrierungsphase an, der der Messpunkt 0 folgte.
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Abbildung 2.3: Pankreas und Duodenum auf Hakensystem fixiert

2.6

2.6.1

Gemessene und errechnete Parameter
Hamodynamische Parameter

Herzfrequenz (HF) [min™"]

Mittlerer arterieller Druck (MAP) [mmHg]

Mittlerer pulmonal arterieller Druck (PAP) [mmHg]
Zentraler Venendruck (ZVD) [mmHg]

Pulmonal arterieller Wedge Druck (PCWP) [mmHg]
Cardiac Output (CO) [I'min™']

Die h&modynamischen Parameter wurden kontinuierlich mit Hilfe eines

Computerprogramms (Solar 2000 Data Logger Version1.0) aufgezeichnet.
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2.6.2

2.6.3

Laborparameter

Blutgasanalysen (arteriell und gemischt-vends): pH-Wert, pO;
[mmHg], pCO2 [mmHg], BaseniberschuB (BE) [mmol-I'"], Standard-
Bicarbonat (SB) [mmoll"] mittels ABL 505 (Radiometer,
Copenhagen)

Hamatokrit (Hkt) [Vol%] nach 5 min Zentrifugation von arteriellem Blut
(Haemofuge A, Heraeus Sepatech, FRG)

Arterielles Gesamt-Hamoglobin (t-Hb) [g-dl''] mittels OSM 3
(Radiometer, Copenhagen) ,

Arterielles freies Hamoglobin (f-Hb) [g-dI”'] nach 5 min Zentrifugation
(Biofuge 17 RS, Heraeus Sepatech, FRG) im Serum mittels OSM 3
(Radiometer, Copenhagen)

Hb im Urin (u-Hb) [g-dI"'] mittels OSM 3 (Radiometer, Copenhagen)
Arterieller [CaO2] und gemischt-vendse [Cv-O,] O,-Gehalt mittels
OSM 3 (Radiometer, Copenhagen)

Elektrolyte: Na* [mmol-I"], K* [mmol-I'"], ionisiertes Calcium [mmol-I""]
und Glucose mittels ABL 505 (Radiometer, Copenhagen)

Arterielles Laktat [mg/dl] mittels ABL 505 (Radiometer, Copenhagen)
Kolloidosmotischer Druck (KOD) [mmHg] mittels Onkometer BMT 851
(Thomae, Biberach)

Plasmaviskositat n (Vis) [mPa-s] mittels Rheomat (Fresenius,
Oberursel)

Temperatur [°C] (A. pulmonalis, Pankreas)
Errechnete Parameter

Cardiac Index (Cl) = CO/Kérperoberflache [I-min™-m?]
MAP-ZVD

Systemischer GefaBwiderstand (SVR) = TxSO [dyn-s-cm™]
Pulmonaler GefaBwiderstand (PVR) = WXSO [dyn-s-cm?]

Arterio-vendse Sauerstoffdifferenz (avDO,) = CaOp — CvO, [ml-dl]
Sauerstoffangebot (DO2) = CO x CaO, [ml-min™]

15



e Sauerstoffverbrauch (VOz) = CO x AvDO3 [ml-min™']
e  Sauerstoffextraktion (ERO2) = VO/DO; [%]

2.7 Induktion der akuten Pankreatitis

Nach Abschluss des Messpunktes 0 wurde eine Perfusorleitung an die im
Ductus pancreaticus befindliche Verweilkanllle angeschlossen, Uber die mit
einem konstantem Druck, der 25 mmHg nicht Gberschritt, per
Prazisionsperfusor (Braun, Melsungen) Uber 10 min 0,4 mlkg KG
Glykodeoxycholsaure (GDOC) (10mmol/l, ph 8, Sigma, Steinheim) injiziert
wurde. Zeitgleich wurde intravends Cerulein (5 pg/kg KG/h, Takus® Pharmacia
& Upjohn, Erlangen) zur Hyperstimulation der exokrinen Funktion des
Pankreas Uber eine Stunde verabreicht. Die Verabreichung der Gallensaure
und des Ceruleins definierte den Beginn der Pankreatitis [115]. Nach einer 15-
miniitigen Aquilibrierungsphase erfolgte der Messpunkt 1 und 60 Minuten
darauf der Messpunkt 2. Die Kaniile wurde danach aus dem Pankreasgang

entfernt und der Defekt verschlossen.

Abbildung 2.4: Prapariertes Pankreas nach Kanulierung des Ductus pancreaticus
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2.8 Randomisierung und Gruppeneinteilung

Nach 15minitiger Aquilibrierung wurde Messpunkt 1 durchgefiihrt, nach
weiteren 60 Minuten folgte der Messpunkt 2. Nach Entfernung der
Verweilkanlle aus dem Pankreasgang und Deckung des Defektes schloss sich
die Therapie an, die nach einer computergenerierten Randomisierungliste
(SPSS 11.0/SPSS Inc., Chicago, IL, USA) die Tiere 3 Gruppen (n = 13)
zuteilte.

Gruppe |Anzahl Therapieform Therapiebeginn

1 13 HBOC-301 und HES 75 Minuten nach Induktion
2 13 HES 75 Minuten nach Induktion
3 13 Ringer-L6sung 75 Minuten nach Induktion

29 Therapie

Gruppe 1 erhielt eine Ldsung aus ultragereinigtem, polymerisiertem
Rinderhdmoglobin (hemoglobin based oxygen carrier, HBOC-301, Biopure).

Die Dosis berechnete sich nach folgender Formel:
HBOC-301 [ml] = Kérpergewicht [kg] - 0,6 /0,13 [82]

Die Konzentration des Hamoglobins im Plasma wurde kontinuierlich bei 0,6
g/dl gehalten. Zu den Messpunkten  wurde  stindlich  die
Hamoglobinkonzentration im Plasma mittels Blutgasanalysegerat bestimmt
und bei Bedarf wurde die Konzentration durch Gabe von HBOC-301 wieder auf
0,6 g/dl angehoben. Zur Volumensubstitution wurde 10% HES 200.000 / 0.5
(HES-steril Fresenius, Bad Homburg) unter Konstanthaltung des PCWP bei 10
mmHg verwendet. Direkt vor Verwendung der L6sung am Versuchstier wurde
der Beutel auf Beschadigung kontrolliert (siehe Abb. 2.8) und die Met-
Hamoglobinkonzentration gemessen (OSM 3, Radiometer, Kopenhagen), um
eine stattgefundene Oxidation der Hamoglobinmolekile mit konsekutiver

Bildung von Met-Hamoglobin auszuschlieBen. Bei einem Wert, der 5%
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Ubersteigt, ware die Losung verworfen worden. Dieser Wert wurde jedoch im

Rahmen der Versuchsreihe bei keinem Beutel erreicht.

Gruppe 2 wurde mit HES therapiert, wobei der der PCWP konstant bei
10mmHg gehalten wurde. Falls bei adaquatem PCWP der mittlere arterielle
Druck auf unter 75 mmHg gesunken sein sollte, so wurde zusétzlich
Noradrenalin (Arterenol® Aventis, Frankfurt am Main) verabreicht, um den

mittleren arteriellen Druck auf Werte Uber 75 mmHg anzuheben.

Gruppe 3 bekam zur Volumensubstitution weiterhin Ringer L&sung nach
Bedarf. Auch hier wurde der PCWP konstant bei 10mmHg erhalten.

2.10 Messungen

Es wurde bis zum Messpunkt 8 jeweils alle 60 min ein Messpunkt
durchgefuhrt.
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2.10.1 Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus

39 Versuchstiere
Pramedikation und Narkose (ca. 20 min)
Praparation
HalsgeféaBpraparation (ca. 15 min)
Laparotomie (ca. 20 min)
Mobilisierung des Pankreas, KanUlierung des Ductus pancreaticus,
Splenektomie, Blasenkatheterisierung
Messpunkt 0
Induktion der Pankreatitis

Messpunkte 1 und 2

Randomisierung und Gruppeneinteilung
Gruppe 1: HBOC-301; Gruppe 2: HES; Gruppe 2: Ringer

Therapiebeginn

Messpunkte 3 bis 8

Wundverschluss, Ausleitung, Analgesie, Uberwachung
(1. — 6. postoperativer Tag)

Totung und Sektion am 6. postoperativen Tag
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2.11 Verschluss des Halses und des Bauchs

Nach Messpunkt 8 wurden alle Sonden und Katheter bis auf den ZVK, der bis
zum Ende des Versuchs blieb, entfernt und die jeweiligen GefédBe bzw.
Wunden an den Organen verschlossen. Nach intensiver Spllung des
Bauchraumes mit 2-31 gewéarmter Ringer-Lésung wurde der Bauch
verschlossen. Daraufhin wurde auch die Halswunde verschlossen.

Wahrenddessen wurde dem Tier intravends 7,5mg Piritramid (Dipidolor®,
Janssen-Cilag, Neuss) und 50mg Pethidin (Dolantin® 50mg Injektionslésung)
zur Analgesie verabreicht. AnschlieBend wurde die Narkose ausgeleitet, und

das Tier erwachte und wurde in einen gewarmten Stall getragen.

212 Postoperative Versorgung

Alle 6h erfolgte eine intramuskuldre Injektion mit 7,5mg Piritramid (Dipidolor®,
Janssen-Cilag, Neuss) zur Schmerzlinderung. 24h nach Op-Ende wurde es
nur noch bei Bedarf appliziert.

Die Versuchstiere befanden sich in einer Intensiviberwachung bei
sechsstundlicher Beurteilung von Wachheit, Herzfrequenz, Atemfrequenz,
rektaler Temperatur, Aktivitat, Trink- und Essverhalten und Verdauung. Mittags
wurde Uber den ZVK immer Blut zur Labordiagnostik entnommen. Zusatzlich
visitierte einmal am Tag ein Veterinar der Versuchtierhaltung des Universitats-
Klinikkums Hamburg Eppendorf die Tiere.

Den 1. postoperativen Tag bekamen die Tiere nur Wasser, ab dem 2.
postoperativen Tag wurde ihnen zusatzlich eine Standarddiat (Ferkel-
Aufzuchtfutter, UNA-HAKRA, Hamburg) angeboten.

2.13  Sakrifizierung und Probenentnahme

Am 6. postoperativen Tag oder bei  Verschlechterung des
Gesundheitszustandes des Tieres wurde Udber den ZVK Midazolam
(Dormicum®, Hoffmann-LaRoche, Grenzach-Wyhlen) verabreicht. Nach
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dessen Wirkeintritt wurde T61 (Intervet, UnterschleiBheim) injiziert, woraufhin
das Tier verstarb. Der Bauchraum wurde anschlieBend sofort Gber den Op-
Zugang gedffnet. Es erfolgte die Entnahme von Gewebeproben aus
Pankreaskopf, Pankreascorpus, Processus uncinatus, Peritoneum, Leber,
Lunge, Niere, welche in gepufferter 3,5%iger Formalinlésung fixiert wurden.
Die Tiere, die wahrend des Beobachtungszeitraumes verstarben, wurden
sofort nach Todesfeststellung laparotomiert und das Gewebe wie oben

angegeben entnommen und verarbeitet.

2.14  Histopathologische Aufarbeitung der Praparate

Die Gewebeproben wurden nach Entnahme in 3,5% Formalin-Lésung fixiert.
AnschlieBend wurden die Gewebeproben in einer aufsteigenden Alkoholreihe
entwédssert und in Paraffin eingebettet. Nach der Paraffineinbettung wurden
von der Pankreaskopfregion je zwei Schnitte in longitudinaler Schnittrichtung
mit einer Dicke von 5 um angefertigt und mit Hamatoxilin-Eosin (HE-Farbung)

eingefarbt.

2.14.1 Beurteilung des histologischen Gewebeschadens

Die Beurteilung der Histologien erfolgte unter einem Durchlichtmikroskop
(Olympus, BX-60F5, Japan) durch einen unabhangigen und hinsichtlich der
Gruppenzugehdrigkeit geblindeten Auswerter. Die Auswertung geschah in
Anlehnung an einen validiertes histopathologisches Bewertungsschema [115].
Dieses Scoringsystem wurde durch einen Facharzt fiir Pathologie entwickelt
(Prof. Dr. A. Gocht, Oberarzt des Institutes fur Pathologie, Universitats-
Klinikum Hamburg Eppendorf) und durch ihn und eine Mitarbeiterin (Dr. S.
Koops) intern validiert.

Als Kriterien fir das AusmaB der Gewebsschadigung galten Odem,
Azinusnekrosen, Hamorrhagien und Fettgewebsnekrosen, sowie leukozytare
Infiltrate, eingeordnet auf einer Punkteskala von 0 bis 3. Die Punkte wurden

addiert. Der Hochstwert lag bei 12 Punkten.
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Pro Tier wurden aus 2 verschiedenen Bereichen des Pankreas Gewebeproben

entnhommen.
2.14.2 Histologie Score zur Beschreibung von Gewebeschaden des
Schweinepankreas bei akuter Pankreatitis in Uberlebens-

versuchen

Azinusnekrosen

0 Keine Nekrose

1 <10 Einzelnekrosen/Lappchen

2 >10 Einzelnekrosen/Lappchen

3 Mindestens ein Drittel der Flache

Fettgewebsnekrosen (Nekroseanteil bezogen auf die Flache)

0 Keine Nekrose

1 <1/3 der Flache
2 >1/3 der Flache
3 >2/3 der Flache

Inflammation (Plasmazellen, Lymphozyten und Granulozyten auBerhalb
der Fettgewebs- und Parenchymnekrosen)

0 Keine Zellen

1 Lockere Infiltrate (< 30 Zellen/HPF)

2 MaBige Infiltrate (> 30 ;<100 Zellen/HPF)
3 Dichte Infiltrate (>100 Zellen/HPF)

Odem

0 Kein Odem

1 Interlobuldres Odem

2 Interazinares Odem, mind. in 2 Lappchen
3 Interzellulares Odem, mind. in 2 Lappchen
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2.15 Messung der pankreatischen Mikrozirkulation

Die Messung der Mikrozirkulation erfolgte durch einen Laser-Doppler-Scanner
PeriScan PIM Il (Laser: EN 60825-1 Class 2, Wellenlange A=670nm, maximale
Leistung P=1mW, Strahldurchmesser @=1mm) der Firma Perimed (Stockholm,
Schweden). Mit dem Laser-Doppler-Scanner konnte auf nicht invasive Weise
die vorhandene Durchblutung im Scanbereich beurteilt werden. Diese Methode
ist sehr gut geeignet, da es zu keinem Kontakt mit dem Messbereich und
deshalb zu kaum einer Beeinflussung des untersuchten Bereiches kommt.

Ein Laserstrahl wird vom Scanner ausgesandt, der im Gewebe auf sich
unterschiedlich schnell bewegende korpuskulare Partikel trifft. Dabei wird der
Laserstrahl gestreut und andert seine Wellenlange (so genannter Doppler-
Effekt). Der reflektierte Strahl wird von einem Detektor erfasst und durch die
Software in ein farbcodiertes Bild umgewandelt. Der Scanbereich umfasst

4096 (64 x 64) Messpunkte, aus denen das Bild generiert wird.

Detector

la
Mirrors . \ =

Backscattered lig outgoing beam

Light absorbing background

Abbildung 2.5: Schematische Darstellung des Funktionsprinzipes des Laser-Doppler-Scanner
PeriScan PIM Il (Quelle: Perimed, Stockholm, Schweden)
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Abbildung 2.6: Schematische Darstellung des Funktionsprinzipes des Laser-Doppler-Scanner
PeriScan PIM Il (Quelle: Perimed, Stockholm, Schweden)

Der Scanner wurde ca. 30cm Uber dem Pankreaskopf installiert. Der
Scanvorgang wurde in  Apnoe durchgefihrt, damit es zu keiner
Lageveranderung des Pankreas kommt. Pro Messpunkt (MP 0-8) wurden 2

Scans durchgefiihrt.

Abbildung 2.7: Messung der Mikrozirkulation des Pankreas mittels Laser-Doppler-Scanner
PeriScan PIM |
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2.16  Therapeutika

2.16.1 Hemoglobin-based Oxygen Carriers (HBOC-301)

HBOC-301 ist eine zellfreie H&moglobinlésung, die aus Rinderblut gewonnen
wird [59]. Es wird von der Firma Biopure (Cambridge, MA, USA) hergestellt
und ist als Oxyglobin™ frei erhaltlich. Oxyglobin™ besitzt in der
Veterindrmedizin eine Zulassung als Blutersatzstoff. Hemopure™, das
ebenfalls von der Firma Biopure hergestellt wird und sich nur durch einen
héheren kolloidosmotischen Druck vom Oxyglobin™ unterscheidet, wird in
klinischen Phase-Il/lll-Studien eingesetzt und ist in SlUdafrika seit 2001 als

einziger ,Hemoglobin-based Oxygen Carrier” (HBOC) zugelassen.

OXYGLOBIN'
ey e 200 el

Abbildung 2.8: Hamoglobinlésung HBOC-301 (Oxyglobin™)

In der Produktion werden bovine Erythrozyten lysiert, filtriert und
chromatographisch aufgetrennt, und dadurch von Erythrozytenmembranresten
befreit. Somit besitzt HBOC keine ABO-Antigene mehr, so dass es ohne
Kenntnis der Blutgruppe des Empfangers verabreicht werden kann. Die
Besonderheit der guten Vertraglichkeit beim Menschen lasst sich darauf
zurlckfuhren, dass sich das bovine Hamoglobinmolekil vom humanen
Hamoglobinmolekdl nur in 17 Aminosauren der Alpha-Kette und in 24

Aminosauren der Beta-Kette unterscheidet [139], und dass diese sich zum
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groBten Teil in der Mitte des Molekuls befinden. Daraus resultiert, dass die
nach auBen zeigenden Aminosauren, die hauptverantwortlich fir die
Antigenprasentation sind, beim bovinen und humanen Hamoglobin fast
identisch sind [53;54;139]. Die Beta-Kette des bovinen Hamoglobins ist kirzer
als die des humanen, wodurch dieser eine wesentliche Bedeutung zukommt.
Beim Menschen ist die Sauerstoffaffinitat des Hamoglobins abhangig vom 2,3-
Diphosphoglycerat (2,3-DPG). Durch die kirzere Beta-Kette des bovinen
Hamoglobinmolekils wird die Sauerstoffaffinitdt hauptsachlich durch Chlorid
reguliert [4;87], so dass durch den hohen Chlorid-Gehalt des menschlichen
Blutes die Sauerstoffabgabe ins Gewebe deutlich erleichtert wird, da die
Sauerstoffaffinitdt des HBOC mit einem Ps, von 36 mmHg im Vergleich zum
Menschen deutlich erniedrigt ist [140]. Hinzu kommt, dass der Bohr-Effekt
besonders stark ausgepragt ist, so dass vor allem in azidotischen
Verhéltnissen die Sauerstoffabgabe an das Gewebe erleichtert wird.
HBOC-301 Oxyglobin™ hat einen niedrigen Anteil an Polymeren mit einem
Molekulargewicht von unter 32.000 Da, d.h. unterhalb der Nierenschwelle,
was eine langere intravasale Verweildauer als bei friher eingesetzten
niedermolekularen Ldsungen gewahrleistet. Der Hersteller gibt eine
Halbwertszeit von 30 bis 40 Stunden fur HBOC-301 Oxyglobin™ an, da
nahezu keine renale Ausscheidung erfolgt. Die Ausscheidung von HBOC-301
Oxyglobin™ erfolgt linear nach einer Elimination erster Ordnung [58;140].
Gleichzeitig wird dadurch der kolloidosmotische Druck auf einem dem
humanen Plasma entsprechenden Niveau gehalten, da die Anzahl der
osmotisch wirksamen Teilchen begrenzt ist.

Durch diese genannten Eigenschaften ergeben sich folgende Effekte des
HBOC-301 Oxyglobin™:

1. plasmatischer Sauerstofftransport

2. Verklrzung der Diffusionsstrecke flr den intravasalen Sauerstoff ins

umliegende Gewebe (so genannte Oxygen Bridge)

3. HBOC passiert aufgrund der geringen GréBe noch GefaBstenosen, an

denen Erythrozyten nicht mehr vorbeikommen
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4. Erh6hung des arteriellen

Mitteldruckes und des systemischen

GefaBwiderstandes durch Vasokonstriktion aufgrund des NO-bindenden

Effektes (NO-scavenging) des zellfreien Hamoglobins nach Aufnahme
des HBOC in die Endothelzellen und Bindung an NO.

Parameter

HBOC-301 (Oxyglobin™)

Hamoglobin [g/dl]

13,0£1,0

Methamoglobin [%] <5
Oxyha@moglobin [%] <5

p50 [mmHg] 36
Natrium [mmol/l] 145 - 160
Kalium [mmol/l] 3,5-55
Chlorid [mmol/I] 105-120
Calcium [mmol/l] 0,5-15
KOD [mmHg] 17
Viskositat 37°[mPa x s] 1,3

PH 7,6-79
Osmolaritat [mOsm/kg] 290 - 310
Endotoxin [EU/mI] < 0,05
Phospholipid [nM] <3

Sterilitat

kein Koloniewachstum

Polymerisiertes Hamoglobin

MGW=>500 000 [%] <15

MGW~65 000 [%] <10

MGW<32 000 [%] <5
Freies Glutaraldehyd [pg/ml] <35
Partikel [Partikel/ml]

> 10u <50

> 25U <5

Tabelle 2.1: Spezifika der in den Versuchen verwendeten Hamoglobinldsung HBOC-301

(Oxyglobin™) entsprechend Herstellerangaben.
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2.16.2 Hydroxyethylstarke

Es kam eine 10% HES-Lésung (HES-steril Fresenius, Bad Homburg) mit
einem Substitutionsgrad von 0,5 und einem mittlerem Molekulargewicht von
200.000Da zur Anwendung, die mit einer dem HBOC-301 Oxyglobin™
vergleichbar langen Halbwertszeit und &hnlichen rheologischen Eigenschaften

ausgestattet ist.

2.17  Statistische Methoden

Die statistische Auswertung erfolgte computergestitzt mittels SPSS 11.0
(SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

Fir die deskriptive Analyse des Uberlebens und des Histoscores dienten
Mittelwert und Standardabweichung (SD). Ordinaldaten sind als Median und
Spannweite angegeben. Die Normalverteilung wurde mit dem Kolmogorov-
Smirnov Test und Gruppenunterschiede mittels Kruskal-Wallis Test
untersucht. Fiir die Uberpriifung der statistischen Signifikanz wurde der Mann-
Whitney-U Test flr nicht-normal verteilte Daten und der ungepaarte Student-t-
Test fur normal verteilte Daten verwendet.

Da es sich bei der Mikrozirkulation um Verlaufsparameter handelt, sind diese
mittels einer Varianzanalyse fur wiederholte Messungen (ANOVA) zu
vergleichen. Fand sich ein Gruppen-Effekt und keine Interaktion zwischen Zeit
und Therapie (time by treatment interaction test), wurde ein paarweiser post-
hoc Test (Tukey’s HSD) angeschlossen, um Therapieunterschiede mittels
Standardfehler (SE) und 95% Konfidenzintervall (Cl) der Differenz zu
beschreiben. Das Signifikanzniveau wurde dabei auf p<0,05 festgesetzt.
Wurden keine Gruppenunterschiede im Verlauf festgestellt, so kam der
Student-t-Test zur Anwendung, um Inter-Gruppeneffekte zu verschiedenen
Zeitpunkten zu beschreiben. Ein Signifikanzniveau wurde dabei nicht
festgesetzt. Bei einer positiven Interaktion "time-by-treatment-interaction test”
wurde zusétzlich die Flache unter der Kurve berechnet und mittels one-way
ANOVA und post hoc Test (Tukey’s HSD) verglichen. Das Signifikanzniveau
wurde wiederum bei p<0,05 festgesetzt. Beginn der Berechnung der Flache

unter der Kurve war der Messpunkt 2 (unmittelbar vor Beginn der Therapie).
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Nachteil der Beschreibung durch die Flache unter der Kurve ist, dass die Zahl
nicht von Klinisch vergleichbarer Relevanz ist (man kann z.B. einen
Blutdruckunterschied von 20mmHg klinisch einordnen, einen Unterschied der
Flache unter der Kurve des Blutdruckverlaufes von 60mmHg allerdings nicht)
und damit die direkte klinische Interpretierbarkeit eingeschrankt ist. Dieses ist
allerdings auch nicht notwendig, da es sich bei den Versuchsreihen um
experimentell erhobene Daten handelt und die beschriebenen Unterschiede

am besten grafisch zur Geltung kommen.
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3 Ergebnisse

Zwischen den drei Gruppen waren keine Unterschiede in den
demographischen Daten (Alter, Gewicht), dem Blutvolumen und der
Korperoberflache zu finden. Kdrpertemperatur sowie die Dosis an Anasthetika
und Relaxantien waren den gesamten Versuch Uber konstant und zeigten

keine Differenz zwischen den Untersuchungsgruppen.

3.1 Uberleben

Il HBOC
I HES
180 - [_1Ringer

160 +

140 - Beobachtungsende

120 1
100
80

60

Uberlebenszeit (Std.)

40 -

20 1

Abbildung 3.1: Darstellung der Uberlebenszeit in Stunden bis zum Beobachtungsende nach
144 Std. MW= SD; * p<0,05 vs Ringer. Die Zahlen in den Saulen entsprechen der Anzahl der
Uberlebenden Tiere Giber den Beobachtungszeitraum.

In der HBOC-301 Gruppe Uberlebten 9 der insgesamt 13 Tiere den gesamten
Beobachtungszeitraum von 144 Stunden. Jeweils 1 Tier verstarb am 2. bzw.
am 4. postoperativen Tag, 2 Tiere verstarben am 5. postoperativen Tag.

In der HES-Gruppe Uberlebten 6 Tiere den Beobachtungszeitraum, jeweils 2
Tiere verstarben am 1., 2. bzw. 4. postoperativen Tag, 1 Tier verstarb am 3.
Tag.
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In Ringer-Gruppe Uberlebten insgesamt nur 2 Tiere den gesamten
Beobachtungszeitraum. 3 Tiere starben bereits am 1. Tag nach Intervention, 7
Tiere am 2. postoperativen Tag und eins am 4. postoperativen Tag.

Die mittlere Uberlebenszeit der HBOC-301 Gruppe betrug 121 Stunden (SD
29,3; Cl 102, 139), der HES-Gruppe 93 Stunden (SD 49; Cl 62, 124) und der
Ringer-Gruppe 57 Stunden (SD 39; Cl 32, 82) (Abb. 3.1). Zwischen den
Gruppen fand sich ein signifikanter Unterschied hinsichtlich des Uberlebens
(p<0,001; One-Way Anova). In der anschlieBenden ad-hoc Analyse zeigte sich
eine mittlere Differenz von 64 Stunden (SE 16; Cl 23; 104) zwischen der
HBOC-301 Gruppe und Ringer-Gruppe (p<0,001). Die mittlere Differenz
zwischen der HBOC-301 Gruppe der und HES-Gruppe ist mit 27 Stunden (SE
16; Cl —12, 67) nicht signifikant (p=0,227). Auch die mittlere Differenz in der
Uberlebenszeit zwischen der HES-Gruppe und der Ringer-Gruppe ist mit 36
Stunden (SE 16; ClI -3,6, 76,5) nicht signifikant (p=0,081).

3.2 Mikrozirkulation

Durch die Varianzanalyse fir wiederholte Messungen konnte ein
Gruppeneffekt (repeated measurements ANOVA p<0,001) und eine Zeit-
Therapie Interaktion (p<0,001) detektiert werden (Abb. 3.2). Zur
Verdeutlichung wurde fir jedes Tier die Flache unter der Kurve fir die
Veranderung der Mikrozirkulation (mit dem Zeitpunkt der Randomisierung
(MP2) beginnend) berechnet. Hinsichtlich der Flache unter der Kurve fanden
sich signifikante Unterschiede zwischen den 3 Gruppen (ANOVA F-Test,
p<0,001). Die anschlieBende post-hoc Analyse (Tukey's HSD) zeigte eine
verbesserte Mikrozirkulation in der HBOC-301 Gruppe im Verhaltnis zur
Ringer-Gruppe (mittlere Differenz 18,1, (standard error (SE) 2,9); 95%
confidence interval (Cl): -2-05 - 20,6; one-way ANOVA p<0,01). Dieser Effekt
war in der HES-Gruppe im Vergleich zu den Ringer Tieren nicht signifikant
(mittlere Differenz 8,9 (SE 2,7); 95% CI: -2,4 - 20,2; p>0,05). Zwischen der
HBOC-301 und der HES-Gruppe ergaben sich Kkeine signifikanten
Unterschiede.
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Abbildung 3.2: Mikrozirkulation Uber den Beobachtungszeitraum (MPO=vor Induktion der
akuten Pankreatitis, MP1 und 2 nach Induktion der Pankreatitis, MP3-8 0,5-5,5 Stunden nach
Therapie)

Flache unter der Kurve: HBOC-301: 265,7
HES: 194,2
Ringer: 117,3

3.3 Histologie

Hinsichtlich der histologischen Schadigung valuiert anhand des Histoscores
fand sich ein signifikanter Unterschied bezlglich des Gesamtscores (p=0,003)
(Abb. 3.3), der Azinusnekrosen (p<0,001, Kruskal Wallis Test) und der
Inflammation (p=0,025).

Die Ringer-Gruppe zeigte im Vergleich zur HBOC-301 Gruppe einen hdéheren
Score im Bereich der Azinusnekrosen (Median 2,5 vs. 1; p=0,001), der
Inflammation (Median 2 vs. 1, p=0,022), was zu einem héheren Gesamtscore
(Median 9,5 vs. 5,5; p<0,001) der Ringer-Gruppe flhrt.

Der Effekt der geringeren Gewebeschadigung durch das HBOC-301 konnte
zum Teil auch im Vergleich zur HES-Gruppe festgestellt werden. In der HES-
Gruppe zeigte sich ein héherer Score bezlglich der Inflammation (Median 1,5
vs. 2, p=0,021).
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Im Vergleich der HES-Gruppe zur Ringer-Gruppe ist der Score hinsichtlich der
Azinusnekrosen (Median 2 vs. 2,5, p<0,042), Fettgewebsnekrosen (Median 1
vs. 2,5, p=0,020) geringer. Der Gesamtscore in der HES-Gruppe ist niedriger
(Median 7 vs. 9,5, p>0,001).

Histologischer
Gesamtscore

10

[Ne]

(S TaTy

. = inger

HBOC Ringer

Abbildung 3.3: Vergleich der Gesamtscores untereinander (ANOVA Test): p=0.022 HBOC-
301 vs. HAES; p<0.001 HBOC-301 vs. Ringer; p<0.001 HAES vs. Ringer
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Azinus- . .. Gesamt-
Gruppe Fettnekrosen | Inflammation | Odem

nekrosen score
HBOC-301 | 1 (0-3) 0,5 (0-2) 1,5 (1-2,5) 2 (1-2,5) 5,5 (8-8,5)
HES 2(1-3) 1(1-2,5) 2(1-3) 2(1-3) 7,0 (5,5-10)
Ringer 2,5 (2-3) 2,5 (2-3) 2 (1-3) 2(1,5-2,5) |9,5(7,5-11)

Tabelle 3.1: Histoscore aus 2 unterschiedlichen Bereichen des Pankreas nach Versterben
oder Sakrifizierung der Tiere (Werte im Median und Spannweite). Der Histoscore reicht von 0
bis 3, wobei Azinusnekrosen, Fettnekrosen, Inflammation und Odem beurteilt wurden. Aus
zwei verschiedenen Analysen aus einer Probe wurde der Median gebildet. Der Gesamtscore
reicht somit von 0 bis 12.

34 Gewebssauerstoffpartialdruck (tpO.) des Pankreas

Die Varianzanalyse fir wiederholte Messungen zeigte bezlglich der tpO,-
Messung im Pankreas einen Gruppeneffekt (repeated measurements ANOVA
p<0,001) und eine Zeit-Therapie Interaktion (p<0,001) (Abb. 3.4). Zusatzlich
wurde daher far jedes Tier die Flache unter der Kurve fir die Veranderung des
tpO. (mit dem Zeitpunkt der Randomisierung (MP2) beginnend) berechnet.
Hinsichtlich der Flache unter der Kurve fanden sich signifikante Unterschiede
zwischen den 3 Gruppen (ANOVA F-Test, p<0,001). Die anschlieBende post-
hoc Analyse (Tukey’s HSD) zeigte einen verbesserten tpO. in der HBOC-301
Gruppe im Verhaltnis zur Ringer-Gruppe (mittlere Differenz 91,6 (SE 13,3);
one-way ANOVA p<0,001). Im Vergleich mit der HES-Gruppe fand sich
ebenso ein erhdhter tpO, in der HBOC-301 Gruppe (mittlere Differenz 65,1
(SE 13,3); p<0,001). Die Unterschiede zwischen der HES- und Ringer-Gruppe

waren nicht signifikant.
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Abbildung 3.4: Gewebssauerstoffpartialdruck Uber den Beobachtungszeitraum (MPO=vor
Induktion der akuten Pankreatitis, MP1 und 2 nach Induktion der Pankreatitis, MP3-8 0,5-5,5
Stunden nach Therapie; Mittelwerte und SD); Angaben in mmHg

Flache unter der Kurve: HBOC-301: 259,3 (SD 45,5) Cl 228,7; 289,8
HES: 194,2 (SD 23,3) Cl 179,5; 209, 1

Ringer: 167,7 (SD 23,1) Cl 153,1; 182,4
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3.5 Hamodynamische Parameter

3.5.1 Herzfrequenz (HF)

[(min"]
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Abbildung 3.5: Herzfrequenz Uber den Beobachtungszeitraum (MPO = vor Induktion der
akuten Pankreatitis, MP1 und 2 nach Induktion der Pankreatitis, MP3-8 0,5-5,5 Stunden nach
Therapie; Mittelwerte und SD); Angaben in min™

Flache unter der Kurve: HBOC-301:  492,2 (SD 80,3) Cl 441,2; 543,2
HES: 492,2 (SD 80,3) Cl 441,2; 543,2
Ringer: 447,7 (SD 68,3) Cl 404,3; 491,07

Zwischen den Gruppen ergaben sich Uber den Beobachtungszeitraum im
Mittel keine signifikanten Unterschiede (repeated measurements ANOVA)
(Abb. 3.5).
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3.5.2 Mittlerer arterieller Druck (MAP)

[mmHg]
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Abbildung 3.6: Mittlerer Arterieller Druck Uber den Beobachtungszeitraum (MPO=vor Induktion
der akuten Pankreatitis, MP1 und 2 nach Induktion der Pankreatitis, MP3-8 0,5-5,5 Stunden
nach Therapie; Mittelwerte und SD); Angaben in mmHg

Flache unter der Kurve: HBOC-301: 442,42 (SD 31,74 ) Cl 421,4; 463,5
HES: 446,96 (SD 18,25) Cl 434,8; 459,1
Ringer: 377,17 (SD 35,35) Cl 353,7; 400,6

Durch die Varianzanalyse fir wiederholte Messungen konnte ein
Gruppeneffekt (repeated measurements ANOVA p<0,001) und eine Zeit-
Therapie Interaktion (p<0,001) detektiert werden (Abb. 3.6).

Zusatzlich wurde daher fur jedes Tier die Flache unter der Kurve flur die
Veranderung des MAP (mit dem Zeitpunkt der Randomisierung (MP 2)

beginnend) berechnet.
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Hinsichtlich der Flache unter der Kurve fanden sich signifikante Unterschiede
zwischen den 3 Gruppen (ANOVA F-Test, p<0,001).

Die anschlieBende post-hoc Analyse (Tukey’s HSD) zeigte einen erhéhten
MAP in der HBOC-301 Gruppe im Verhaltnis zur Ringer-Gruppe (mittlere
Differenz 65,3; (SE 12,5); one-way ANOVA p<0,001). Dieser Effekt war
ebenfalls in der HES Gruppe im Vergleich zu den Ringer Tieren nachzuweisen
(mittlere Differenz 69,8 (SE 12,5); p<0,001). Zwischen der HBOC- und HES-
Gruppe gab es keine signifikanten Unterschiede.

Zu beachten ist, dass in der HES-Gruppe der MAP bei Werten unter 75 mmHg
trotz eines adaquaten Volumenstatus ab dem Messpunkt 2 durch die
Applikation von Noradrenalin Uber 75 mmHg gehalten wurde (siehe auch
Methodik). Die kumulativen Noradrenalin-Dosen in der HES-Gruppe betrugen
in uyg £ SD: MP3 42,5+31, MP4 77,5£58, MP5 11779, MP6170£102, MP7
2241126, MP8 2751147

3.5.3 Mittlerer pulmonalarterieller Druck (PAP)

[mmHg]
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Abbildung 3.7: PAP (ber den Beobachtungszeitraum (MPO=vor Induktion der akuten
Pankreatitis, MP1 und 2 nach Induktion der Pankreatitis, MP3-8 0,5-5,5 Stunden nach
Therapie; Mittelwerte und SD); Angaben in mmHg
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Flache unter der Kurve: HBOC-301: 123,4 (SD 10,4) Cl 116,8; 130,0
HES: 111,4 (SD 9,7) C1 105,2; 117,6
Ringer: 104,9 (SD 11,9) C197,3; 112,4

Durch die Varianzanalyse fir wiederholte Messungen konnte ein
Gruppeneffekt (repeated measurements ANOVA p=0,001) und eine Zeit-
Therapie Interaktion (p<0,001) detektiert werden (Abb.3.7). Zuséatzlich wurde
daher fir jedes Tier die Flache unter der Kurve fir die Veranderung des PAP
(mit dem Zeitpunkt der Randomisierung (MP 2) beginnend) berechnet.
Hinsichtlich der Flache unter der Kurve fanden sich signifikante Unterschiede
zwischen den 3 Gruppen (ANOVA F-Test, p<0,001). Die anschlieBende post-
hoc Analyse (Tukey’s HSD) zeigte einen erhdhten PAP in der HBOC-
301Gruppe im Verhéltnis zur Ringer Gruppe (mittlere Differenz 18,5 (SE 4,38);
one-way ANOVA p<0,001). Zwischen der HBOC-301und der HES sowie
zwischen der HES und der Ringer Gruppe ergaben sich keine signifikanten

Unterschiede.

3.5.4 Cardiac Output (CO)

Durch die Varianzanalyse fir wiederholte Messungen konnte ein
Gruppeneffekt (repeated measurements ANOVA p<0,001) und eine Zeit-
Therapie Interaktion (p<0,001) detektiert werden (Abb. 3.8). Fir jedes Tier
wurde erneut die Flache unter der Kurve fir die Veranderung des Cl (mit dem
Zeitpunkt der Randomisierung (MP 2) beginnend) berechnet. Hinsichtlich der
Flache unter der Kurve fanden sich signifikante Unterschiede zwischen den 3
Gruppen (ANOVA F-Test, p<0,001). Die anschlieBende post-hoc Analyse
(Tukey’s HSD) zeigte einen erhdhten Cl in der HES-Gruppe im Verhaltnis zur
HBOC-301 Gruppe und Ringer-Gruppe (mittlere Differenz 5,7 (SE) 1,8 bzw.
9,1 (SE 1,8); one-way ANOVA, p<0,001. Zwischen der HBOC-301- und der
Ringer-Gruppe ergaben sich keine signifikanten Unterschiede.
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[l - min™]
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— —- —HBOC —=&— HES Ringer

Abbildung 3.8: Cardiac output Uber den Beobachtungszeitraum (MPO=vor Induktion der
akuten Pankreatitis, MP1 und 2 nach Induktion der Pankreatitis, MP3-8 0,5-5,5 Stunden nach
Therapie; Mittelwerte und SD); Angaben in |- min™

Flache unter der Kurve: HBOC-301: 23,4 (SD 4,7) Cl 20,4; 26,4
HES: 28,7 (SD 4,5) Cl 25,9; 31,6
Ringer: 20,8 (SD 2,7) C1 19,1; 22,6
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3.5.5 Cardiac Index (Cl)

[I- min" -m?]
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MPO MP1(+15min)  MP2(+75min)  MP3(T+30min) MP4(T+90min) MP5(T+150min) MP6(T+210min) MP7(T+270min) MP8(T+330min)
e = HBOC el HES Ringer

Abbildung 3.9: Cardiac Index Uber den Beobachtungszeitraum (MPO=vor Induktion der

akuten Pankreatitis, MP1 und 2 nach Induktion der Pankreatitis, MP3-8 0,5-5,5 Stunden nach

Therapie; Mittelwerte und SD); Angaben in |- min™' -m?

Flache unter der Kurve: HBOC-301: 27,1 (SD 5,0) Cl 23,9; 30,2
HES: 32,7 (SD 4,9) Cl 29,6; 35,8
Ringer: 23,6 (SD 2,7) Cl 21,9; 25,3

Durch die Varianzanalyse fir wiederholte Messungen konnte ein
Gruppeneffekt (repeated measurements ANOVA p<0,001) und eine Zeit-
Therapie Interaktion (p<0,001) detektiert werden (Abb. 3.9). Fir jedes Tier
wurde erneut die Flache unter der Kurve flr die Veranderung des Cardiac
Index (Cl) (mit dem Zeitpunkt der Randomisierung (MP 2) beginnend)
berechnet. Hinsichtlich der Flache unter der Kurve fanden sich signifikante
Unterschiede zwischen den 3 Gruppen (ANOVA F-Test, p<0,001). Die
anschlieBende post-hoc Analyse (Tukey’s HSD) zeigte einen erhéhten Cl in
der HES-Gruppe im Verhaltnis zur HBOC-301 Gruppe und Ringer-Gruppe
(mittlere Differenz 5,7 (SE) 1,8 bzw. 9,1 (SE 1,8); one-way ANOVA, p<0,001.
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Zwischen der HBOC-301- und der Ringer-Gruppe ergaben sich keine
signifikanten Unterschiede.

3.5.6 Systemischer Widerstand (SVR)
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Abbildung 3.10: SVR Uber den Beobachtungszeitraum (MPO=vor Induktion der akuten
Pankreatitis, MP1 und 2 nach Induktion der Pankreatitis, MP3-8 0,5-5,5 Stunden nach
Therapie; Mittelwerte und SD); Angaben in dyn - s - cm®

Flache unter der Kurve: HBOC-301: 8779,0 (SD 1562,3) Cl 7786,4; 9771,7
HES: 7018,8 (SD 968,2) Cl 6403,7; 7633,9
Ringer: 8263,8 (SD 1375,9) Cl 7389,6; 9138,0

Erneut konnte durch die Varianzanalyse fir wiederholte Messungen ein
Gruppeneffekt (repeated measurements ANOVA p<0,001) und eine Zeit-
Therapie Interaktion (p<0,001) detektiert werden (Abb. 3.10). Zusatzlich wurde
daher fir jedes Tier die Flache unter der Kurve flr die Veranderung des
systemischen Widerstandes (mit dem Zeitpunkt der Randomisierung (MP 2)
beginnend) berechnet. Hinsichtlich der Flache unter der Kurve fanden sich
signifikante Unterschiede zwischen den 3 Gruppen (ANOVA F-Test, p<0,001).

Die anschlieBende post-hoc Analyse (Tukey’s HSD) zeigte einen erhéhten
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SVR in der HBOC-301 Gruppe im Verhéltnis zur HES-Gruppe (mittlere
Differenz 1760,3 (SE 541,2); one-way ANOVA p=0,007). Zwischen der HBOC-
301- und der Ringer-Gruppe sowie zwischen HES- und Ringer-Gruppe
ergaben sich keine signifikanten Unterschiede.

3.5.7 Pulmonaler Widerstand (PVR)
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Abbildung 3.11: PVR (ber den Beobachtungszeitraum (MPO=vor Induktion der akuten
Pankreatitis, MP1 und 2 nach Induktion der Pankreatitis, MP3-8 0,5-5,5 Stunden nach
Therapie; Mittelwerte und SD); Angaben in dyn - s - cm™

Flache unter der Kurve: HBOC-301:  1265,4 (SD 172,6) Cl 1155,7; 1375,1
HES: 851,6 (SD 170,6) Cl 743,3; 960,0
Ringer: 1155,9 (SD 143,9) Cl 1064,4; 1247,3

Es ergab sich fur den PVR durch die Varianzanalyse fir wiederholte
Messungen ein Gruppeneffekt (repeated measurements ANOVA p<0,001) und
eine Zeit-Therapie Interaktion (p<0,001) (Abb. 3.11). Zusatzlich wurde daher
fir jedes Tier die Flache unter der Kurve fur die Veranderung des PVR (mit
dem Zeitpunkt der Randomisierung (MP 2) beginnend) berechnet. Hinsichtlich

der Flache unter der Kurve fanden sich signifikante Unterschiede zwischen
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den 3 Gruppen (ANOVA F-Test, p<0,001). Die anschlieBende post-hoc
Analyse (Tukey’s HSD) zeigte einen erhdhten PVR in der HBOC-301 Gruppe
im Verhaltnis zur HES Gruppe (mittlere Differenz 413,8 (SE 66,5); one-way
ANOVA p<0,001). Zudem zeigte sich ein erhdhter PVR in der Ringer-Gruppe
im Verhéltnis zur HES-Gruppe (mittlere Differenz 304,3 (SE 66,5); one-way
ANOVA p<0,001). Zwischen der HBOC-301- und der Ringer-Gruppe ergaben
sich keine signifikanten Unterschiede.

3.6 Sauerstofftransport

3.6.1 Arterieller Sauerstoffgehalt (CaO,)

[ml - dl']

MPO MP1(+15min)  MP2(+75min)  MP3(T+30min) MP4(T+90min) MP5(T+150min) MP6(T+210min) MP7(T+270min) MP8(T+330min)

— 4 — HBOC —@—HES Ringer

Abbildung 3.12: CaO, iber den Beobachtungszeitraum (MPO=vor Induktion der akuten
Pankreatitis, MP1 und 2 nach Induktion der Pankreatitis, MP3-8 0,5-5,5 Stunden nach
Therapie; Mittelwerte und SD); Angaben in ml - dI”’
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Flache unter der Kurve: HBOC-301: 80,0 (SD 7,1) Cl 75,6; 84,5
HES: 76,9 (SD 8,3) Cl 71,6; 82,2
Ringer: 84,6 (SD 9,0) Cl 78,9; 90,3

Zwischen den Gruppen ergaben sich Uber den Beobachtungszeitraum im
Mittel keine signifikanten Unterschiede (repeated measurements ANOVA)
(Abb. 3.12).

3.6.2 Gemischt-vendser Sauerstoffgehalt (CvO,)

[ml - dl']
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— 4 — HBOC —#—HES Ringer

Abbildung 3.13: CvO, Uber den Beobachtungszeitraum (MPO=vor Induktion der akuten
Pankreatitis, MP1 und 2 nach Induktion der Pankreatitis, MP3-8 0,5-5,5 Stunden nach
Therapie; Mittelwerte und SD); Angaben in ml - dr'

Flache unter der Kurve: HBOC-301: 58,1 (SD 6,7) Cl 53,9; 62,4

HES: 58,9 (SD 9,4) Cl 52,9; 64,8
Ringer: 63,5 (SD 9,1) Cl1 57,7; 69,3
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Zwischen den Gruppen ergaben sich Uber den Beobachtungszeitraum im
Mittel keine signifikanten Unterschiede (repeated measurements ANOVA)
(Abb. 3.13).

3.6.3 Arteriovendse Sauerstoffdifferenz (avDO,)

[ml - di']
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— 4 — HBOC —#—HES Ringer

3.14: avDO, Uber den Beobachtungszeitraum (MPO=vor Induktion der akuten Pankreatitis,
MP1 und 2 nach Induktion der Pankreatitis, MP3-8 0,5-5,5 Stunden nach Therapie; Mittelwerte
und SD); Angaben in ml - dI”’

Flache unter der Kurve: HBOC-301: 21,9 (SD 4,8) Cl 18,8; 24,9
HES: 18,0 (SD 3,7) Cl 15,6; 20,4
Ringer: 21,0 (SD 4,4) Cl1 18,2; 23,8

Die Varianzanalyse flir wiederholte Messungen ergab einen Gruppeneffekt
(repeated measurements ANOVA p<0,05) und eine Zeit-Therapie Interaktion
(p<0,05) (Abb. 3.14) flr die AvDO,. Zusétzlich wurde daher fiir jedes Tier die
Flache unter der Kurve fur die Veréanderung der avDO; (mit dem Zeitpunkt der

Randomisierung (MP 2) beginnend) berechnet. Hinsichtlich der Flache unter
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der Kurve fanden sich signifikante Unterschiede zwischen den 3 Gruppen
(ANOVA F-Test, p<0,001). Die anschlieBende post-hoc Analyse (Tukey’s
HSD) zeigte einen erhéhte avDO, in der HBOC-301 Gruppe im Verhaltnis zur
Ringer-Gruppe (mittlere Differenz 0,487 (SE 0,188); one-way ANOVA
p=0,037). Zudem zeigte sich eine erhdéhte avDO; in der Ringer-Gruppe im
Verhaltnis zur HES-Gruppe (mittlere Differenz 0,621 (SE 0,1919); one-way
ANOVA p<0,007).

Zwischen der HBOC und der HES Gruppe ergaben sich keine signifikanten
Unterschiede.

3.6.4 Sauerstoffangebot (DO,)
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Abbildung 3.15: DO, Uber den Beobachtungszeitraum (MPO=vor Induktion der akuten
Pankreatitis, MP1 und 2 nach Induktion der Pankreatitis, MP3-8 0,5-5,5 Stunden nach
Therapie; Mittelwerte und SD); Angaben in ml - min

Flache unter der Kurve: HBOC-301:  3123,6 (SD 727,7) Cl 2661,3; 3586,0
HES: 3658,7 (SD 656,3) Cl 3241,7; 4075,7
Ringer: 2932,4 (SD 537,2) Cl 2591,1; 3273,8
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Durch die Varianzanalyse fir wiederholte Messungen konnte ein
Gruppeneffekt (repeated measurements ANOVA p<0,001) und eine Zeit-
Therapie Interaktion (p<0,001) detektiert werden (Abb. 3.15). Zusatzlich wurde
daher fur jedes Tier die Flache unter der Kurve fur die Veranderung der DO
(mit dem Zeitpunkt der Randomisierung (MP 2) beginnend) berechnet.
Hinsichtlich der Flache unter der Kurve fanden sich signifikante Unterschiede
zwischen den 3 Gruppen (ANOVA F-Test, p<0,001). Die anschlieBende post-
hoc Analyse (Tukey’s HSD) zeigte einen erhdhten DO. in der HES-Gruppe im
Verhaltnis zur Ringer-Gruppe (mittlere Differenz 726,3 (SE 263,4); one-way
ANOVA p<0,001). Zwischen der HBOC-301- und der Ringer-Gruppe sowie der
HBOC-301- und der HES-Gruppe ergaben sich keine signifikanten

Unterschiede.

3.6.5 Sauerstoffverbrauch (VO,)
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Abbildung 3.16: VO, Uber den Beobachtungszeitraum (MPO=vor Induktion der akuten
Pankreatitis, MP1 und 2 nach Induktion der Pankreatitis, MP3-8 0,5-5,5 Stunden nach
Therapie; Mittelwerte und SD); Angaben in ml - min™

Flache unter der Kurve: HBOC-301: 832,7 (SD 204) ClI 702; 962
HES: 844,9 (SD 147) Cl 751; 938
Ringer: 706,9 (SD 177) CI 593; 820
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Zwischen den Gruppen ergaben sich Uber den Beobachtungszeitraum im
Mittel keine signifikanten Unterschiede (repeated measurements ANOVA)
(Abb. 3.16).

3.6.6 Sauerstoffextraktion (ERO,)
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Abbildung 3.17: ERO, Uber den Beobachtungszeitraum (MPO=vor Induktion der akuten
Pankreatitis, MP1 und 2 nach Induktion der Pankreatitis, MP3-8 0,5-5,5 Stunden nach
Therapie; Mittelwerte und SD); Angaben als Quotient

Flache unter der Kurve: HBOC-301: 1,6 (SD0,3)Cl1,4;1,9
HES: 1,4(SD0,3)Cl 1,2;1,6
Ringer: 1,5(SD 0,3) Cl 1,3; 1,7

Zwischen den Gruppen ergaben sich Uber den Beobachtungszeitraum im
Mittel keine signifikanten Unterschiede (repeated measurements ANOVA)
(Abb. 3.17).
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3.7 Hamoglobingehalt (Hb) per Blutgasanalyse

[g-d]
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Abbildung 3.18: Hb Uber den Beobachtungszeitraum (MPO=vor Induktion der
akuten Pankreatitis, MP1 und 2 nach Induktion der Pankreatitis, MP3-8 0,5-
5,5 Stunden nach Therapie; Mittelwerte und SD); Angabenin g - dI”

Flache unter der Kurve: HBOC-301: 55,4 (SD 5,4) Cl 52,0; 58,8
HES: 54,2 (SD 6,3) Cl 50,2; 58,2
Ringer: 59,7 (SD 6,0) Cl 55,9; 63,5

Zwischen den Gruppen ergaben sich Uber den Beobachtungszeitraum im
Mittel keine signifikanten Unterschiede (repeated measurements ANOVA)
(Abb. 3.18).
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3.8 Laborchemische Parameter

3.8.1 Rheologie - Viskositat

[mPa - s]

1,2

0,8

0,6

0,4

0,2

MPO MP1(+15min)  MP2(+75min)  MP3(T+30min) MP4(T+90min) MP5(T+150min) MP6(T+210min) MP7(T+270min) MP8(T+330min)

— 4 — HBOC —#—HES Ringer

Abbildung 3.19: Viskositat Uber den Beobachtungszeitraum (MPO=vor Induktion der akuten
Pankreatitis, MP1 und 2 nach Induktion der Pankreatitis, MP3-8 0,5-5,5 Stunden nach
Therapie; Mittelwerte und SD); Angaben in mPa - s

Flache unter der Kurve: HBOC-301: 5,9 (SD 0,3) Cl 5,7; 6,1
HES: 5,6 (SD 0,7) CI 5,2; 6,0
Ringer: 5,4 (SD 0,2) Cl 5,2; 5,5

Zwischen den Gruppen ergaben sich Uber den Beobachtungszeitraum im

Mittel keine signifikanten Unterschiede (repeated measurements ANOVA)
(Abb. 3.19).
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3.8.2 Rheologie - Kolloidosmotischer Druck (KOD)

[mmHg]
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Abbildung 3.20: KOD uUber den Beobachtungszeitraum (MPO=vor Induktion der akuten
Pankreatitis, MP1 und 2 nach Induktion der Pankreatitis, MP3-8 0,5-5,5 Stunden nach
Therapie; Mittelwerte und SD); Angaben in mmHg

Flache unter der Kurve: HBOC-301: 91,4 (SD 7,4) Cl1 88,7; 96,1
HES: 95,4 (SD 11,3) Cl 88,3; 102,3
Ringer: 63,8 (SD 63,8) Cl 59,2; 68,5

Erneut konnte durch die Varianzanalyse fir wiederholte Messungen ein
Gruppeneffekt (repeated measurements ANOVA p<0,001) und eine Zeit-
Therapie Interaktion (p<0,001) detektiert werden (Abb. 3.20). Zusatzlich wurde
daher fir jedes Tier die Flache unter der Kurve fiir die Veranderung des KOD
(mit dem Zeitpunkt der Randomisierung (MP2) beginnend) berechnet.
Hinsichtlich der Flache unter der Kurve fanden sich signifikante Unterschiede
zwischen den 3 Gruppen (ANOVA F-Test, p<0,001). Die anschlieBende post-
hoc Analyse (Tukey’s HSD) zeigte einen erhdhten KOD in der HBOC-301
Gruppe und HES-Gruppe im Verhéltnis zur Ringer-Gruppe (mittlere Differenz
27,6 (SE 3,6) bzw. 31,6 (SE 3,6); one-way ANOVA p<0,001). Zwischen der
HBOC-301- und der HES-Gruppe ergaben sich keine signifikanten
Unterschiede.
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3.8.3 Elektrolyte

Far die Konzentrationen der gemessen Elektrolyte Natrium, Kalium und
Calcium  ergaben  sich  zwischen den  Gruppen (Uber den
Beobachtungszeitraum im Mittel keine signifikanten Unterschiede (repeated
measurements ANOVA).
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4 Diskussion

4.1 Methodenkritik

411 Pankreatitismodell

Ein Modell zur Untersuchung einer Therapie bei akuter nekrotisierender
Pankreatitis sollte sich so nah wie méglich an die Pathophysiologie halten, der
man im klinischen Alltag begegnet. Wichtig ist auch, dass man ein Modell
wahlt, das zu einem vergleichbaren AusmaB der Pankreasschadigung fihrt, so
dass die Ergebnisse valide sind.

Im Jahre 1901 entdeckte der Pathologe Opie bei 2 Patienten einen
Gallenstein, der die Offnung des Ductus pancreaticus verschloss. Daraus
leitete er die Theorie ab, dass es durch ein Ganghindernis zu einem Rickstau
von Gallenflissigkeit ins Pankreasgangsystem kommt, welcher eine
Pankreatitis auslésen kann [104].

Seidel [120] und Pfeffer [107] stellten ein Modell auf, bei dem sie ober- und
unterhalb der Papilla vateri das Duodenum ligierten, was zu einem Reflux aus
dem Duodenum in den Ductus pancreaticus fuhrt, was eine Aktivierung von
Pankreasenzymen nach sich zieht. Pannum unterbrach im Jahre 1862 die
arterielle Versorgung des Pankreas, in dem er Wachskugeln in die
Pankreasarterien injizierte, was zu einer akuten Pankreatitis fihrte [105]. Diese
Theorie wurde durch verschiedene klinische Beobachtungen des Auftretens
der akuten Pankreatitis nach Schock [145], Pankreastransplantation [13],
Bypassoperation [32], Aortenaneurysmaoperation [51] und arterieller Embolie
[112] bestétigt.

Eine experimentelle Induktion einer akuten Pankreatitis ist durch eine
hormonelle Uberstimulation mit Cerulein méglich [7;93]. Bei diesem Ansatz
kommt es zu einer 6dematdsen Pankreatitis ohne groBe Organschadigung.
Dies entspricht nicht dem angestrebten Schweregrad fir diesen Versuch.

Durch eine Cholin-defiziente Ethionin-supplementierte Diat oder Zufuhr von
Alkohol kann eine akute Pankreatitis induziert werden [44;98]. Bei diesem

Modell ist allerdings der hohe Zeitaufwand von Nachteil. AuBerdem lasst sich
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der Interventionszeitpunkt schlecht abschatzen.

Durch Injektion von Na-Taurocholat in den Ductus pancreaticus [71;111]
kommt die pankreatische Mikrozirkulation in Abhangigkeit von der Dosis sehr
frh und irreversibel zum Stillstand, was bei der vorliegenden Fragestellung
der Mikrozirkulationsverbesserung nicht sinnvoll erscheint.

Die Ligatur des Pankreasganges kommt der pathophysiologischen klinischen
Situation, z.B. im Sinne einer Steinpassage, schon sehr nahe [121]. Eine
Mischung aus galligem Reflux, welcher das Gangepithel zerstért und
gleichzeitiger PankreasUberstimulation ist die Grundlage fir das hier
vorliegende Modell [116;121]. Fir das Modell spricht nicht nur die klinische
Relevanz der Pathophysiologie, sondern auch die Tatsache, dass die
Pankreatitis graduiert induziert werden kann und der Zeitpunkt der Intervention
sehr genau zu vergleichen ist. Dieses Pankreatitismodell erlaubt es, eine
schwere akute Pankreatitis zu induzieren. Sie ist schwer genug, dass Tiere
ohne Therapie versterben und auch mit Therapie eine relativ hohe Sterblichkeit
vorliegt, ohne dass es bei Beginn der Therapie schon zu einem irreversiblen
Zusammenbruch der Mikrozirkulation gekommen ist.

Durch Injektion von chemischen Substanzen in den Ductus pancreaticus kann
es bei Dricken Uber 20-30mmHg leicht zu einem Barotrauma fihren. Durch
die Druckschadigung kommt es zum Austritt der Noxe, was eine Totalnekrose
des betroffenen Bereichs nach sich zieht, woflr es in der Humanmedizin kein
pathophysiologisches Korrelat gibt. Wahrend des Experiments wurde dieses
durch Verwendung eines druckbegrenzten Perfusors verhindert.

4.1.2 Messmethoden

Die Versuchsreihe wurde an kardiopulmonal gesunden Tieren unter
standardisierten Bedingungen, also ohne Veranderung von
Beatmungsparametern durchgefihrt. Um Mikrozirkulationsbeobachtungen
vergleichbar zu machen, sind der mittlere arterielle Druck (MAP) und die
intravasale Isovolamie von groBer Wichtigkeit. Durch Konstanthaltung des
Wedge-Drucks (PCWP, Pulmonary Capillary Wedge Pressure) wurde die
Aufrechterhaltung der intravasalen Isovolamie gewahrleistet. Der PCWP
spiegelt den Druck im linken Vorhof des Herzens und damit den aktuellen
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Volumenstatus wider. Er wird beim voribergehenden Blocken der
Pulmonalarterie mittels eines Ballonkatheters (Swan-Ganz-Katheter) distal des
geblockten Ballons gemessen. Wenn das linksventrikulare enddiastolische
Volumen zunimmt, steigt auch der enddiastolische Druck, was als Anstieg des
PCWP zu beobachten ist. Eine genauere Messung des enddiastolischen
Flllungsstatus kdnnte man mittels eines Echokardiogramms bestimmen,
allerdings zeigten Parallelversuche an Hunden und Schweinen eine hohe
Korrelation des PCWP mit dem Fullungszustandes des linken Herzens [40;48].
Daher ist davon auszugehen, dass der PCWP eine reprasentative Aussage
uber die intravasale = Volumensituation gibt und somit als
Uberwachungsparameter der Isovolamie geeignet ist.

Da es wahrend des Versuchs um die Vermeidung von signifikanten
Anderungen des intravasalen Volumens ging, sind vor allem die relativen
Anderungen der Parameter und weniger die Absolutwerte der Fillungsdrucke
von Bedeutung. Es wird daher davon ausgegangen, dass der PCWP in
unserem Versuchsaufbau eine reprasentative Aussage Uber die intravasale
Volumensituation gibt und daher als Uberwachungsparameter der Isovolamie
geeignet ist.

Die Mikrozirkulation wurde mittels eines Laser Doppler Perfusion Imager
gemessen, wodurch eine genaue Messung der Mikrozirkulation Uber Flachen
ermoglicht wird [16;27;49;85;97;103]. Ein genaueres Verfahren ist die direkte
Beobachtung per Fluoreszenzmikroskopie [7;25;91;95;114;142;143]. Um
dieses Verfahren bei Schweinen anwenden zu kénnen bedarf es aufwendig
modifizierter Mikroskope, die nicht zur Verfligung standen.

Die histologischen Schaden am Pankreas wurden durch einen Score
beschrieben, der Summe aus den Punkten hinsichtlich der Azinus-,
Fettgewebsnekrosen, Inflammation und Odem entspricht. Die Auswertung der
histologischen Proben erfolgte durch 2 Pathologen, die sowohl die
Untersuchung unabhéangig durchflhrten, als auch hinsichtlich der Therapie
geblindet waren. Es war eine Ubereinstimmung der unabhangig voneinander
arbeitenden Pathologen in ca. 90% gegeben und die Ergebnisse spiegeln den
Verlauf der akuten Pankreatitis wider, so dass man davon ausgehen kann,

dass der Score die Pankreasschaden reproduzierbar beschreibt.
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4.1.3 MeBsubstanzen

In diesem Versuch kam die bovine Hamoglobinlésung HBOC-301 Oxyglobin™
(Oxyglobin™, Biopure Inc., Cambridge, Massachusetts, USA) zur Anwendung,
da sie die einzige zellfreie Hamoglobinlésung ist, die eine Zulassung besitzt.
Sie ist in Sidafrika fur die Behandlung der perioperativen Andmie bei
Erwachsenen zugelassen. Es wurde deren Wirksamkeit mit der von Ringer-
und HES-Lésungen, die im alltaglichen Klinikalltag regelmaBig gebraucht
werden, verglichen. Boldt et al. zeigte in Studien, dass mittelmolekulare,
niedrigsubstituierte HES (6% HES 200/0,5) eine glnstigere Beeinflussung der
Mikrozirkulation im Vergleich zu hochsubstituierter HES (6% HES 450/0,7) und
mittelmolekularer, hochsubstituierter HES (6% HES 200/0,62) zeigt [9].

Es wurde mittelmolekulare, niedrigsubstituierte HES (10% HES 200.000/0,5)
verwendet, da es eine &ahnlich lange Halbwertszeit wie die verwendete
Hamoglobinldsung aufweist.

Infusion von ungereinigtem isolietem Hamoglobin hat allerdings einige
unerwinschte  Effekte. AuBerhalb des Erythrozyten zerfallt das
Hamoglobinmolekll spontan in seine dimeren und monomeren Untereinheiten,
was die intravasale Halbwertszeit des Hamoglobins auf weniger als 90min
reduziert. Die glomerulére Filtration und Préazipitation von Hamoglobindi- und
-monomeren in der Henle-Schleife bedeutet eine deutliche Nephrotoxizitat. Bei
Anwesenheit von freiem, insbesondere desoxygeniertem Hamoglobin kommt
es zu einer gesteigerten Oxidation von zweiwertigem zu dreiwertigem Eisen im
Hamoglobin. Das so entstandene Methdmoglobin kann keinen Sauerstoff
binden bzw. transportieren und fuhrt zudem noch zur Bildung unerwinschter
radikaler Sauerstoffspezies wie Superoxidanionen und Wasserstoffperoxid.
Das humane Enzym Methamoglobinreduktase kann das Methamoglobin nur
zum Teil wieder in H&moglobin reduzieren. Wéhrend der Versuche lag der
Methamoglobinanteil stets unter 0,5%. AuBerdem kommt es zu einer
Linksverschiebung der Sauerstoffbindungskurve, da die Sauerstoffaffinitat von
freiem Hamoglobin erhéht ist. Ausgeglichen wird dieser Effekt
physiologischerweise durch das intraerythrozytdr vorkommende 2,3-
Diphosphoglyzerat (2,3-DPG), das durch allosterische Wirkung die Bindung
von Sauerstoff an das Hamoglobin mindert. Extraerythrozytar kommt nur sehr
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wenig 2,3-DPG vor, was die erhdhte Affinitdt und die dadurch erschwerte

Abgabe ins Gewebe erklart. Der P, (Sauerstoffpartialdruck, bei dem 50% des

Hamoglobins mit Sauerstoff gesattigt sind) fallt bei freiem Hamoglobin auf 12-
15mmHg, wahrend er unter physiologischen Bedingungen 26-28mmHg
betragt.

Diese unerwinschten Effekte werden durch intra- und intermolekulare
Modifikationen minimiert. Zum einen koppelt man Molekuluntereinheiten durch
intramolekulares Crosslinking, wie z.B. per Diaspirin-Bindung zwischen beiden
Alpha-Ketten, zum anderen per intermolekulares Crosslinking durch
Glutaralaldehyd 10 bis 15 H&moglobintetramere aneinander. AuBerdem
werden mehrere Hamoglobinmolekile an Makromoleklle wie Dextran oder
Polyethylglykol konjugiert. Zudem kann das zellfreie Hamoglobin in Liposomen
verkapselt werden, in die 2,3-DPG hinzugefligt werden kann, so dass die
Oxydation zu Methamoglobin verzdgert ist.

In einigen tierexperimentellen Untersuchungen kam es nach Gabe von
zellfreiem  artfremdem  Hamoglobin  zu Immunreaktionen, die sich
beispielsweise in nachweisbaren Erhéhungen von IgG auBerten [14;18;55].
Trotz der guten Vertraglichkeit moderner Hamoglobinlésungen darf eine
mogliche Immunisierung mit Antikdrperbildung nicht auBer Acht gelassen
werden. Auch die Tatsache, dass die Elimination von zellfreiem Hamoglobin
Uber das retikuloendotheliale System und eine Speicherung in Organen wie
Leber und Milz erfolgt, wirft die Frage nach einem mdglichen
immunsuppressiven Effekt von zellfreiem Hamoglobin auf [149]. Durch die
Veradnderung der sterischen Konfiguration, beispielsweise durch eine
Verlagerung antigenprasentierender Stellen von der Oberflache hinein ins
weniger reaktive Zentrum des Hamoglobinmolekils, besteht die Mdglichkeit,
die Immunisierung zu minimieren. In einer experimentellen Studie von Estep et
al. wurde nach intravendser Gabe von humanem a-a vernetztem Hamoglobin
bei Primaten keine Erhéhung von spezifischem IgG oder IgM nach Injektion
nachgewiesen [28]. In einer experimentellen Versuchsreihe an Schafen
tauschten Vlahakes et al. fast 95% des zirkulierenden Blutvolumens mit einer
bovinen Hamoglobinlésung aus [141]. Alle Tiere Gberlebten und konnten durch
zweimalige Nachinfusion der Hamoglobinldsung den Zeitraum bis zur

Neubildung einer ausreichenden Anzahl an Retikulo- und Erythrozyten
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Uberbricken. Eine endgultige Beurteilung mdéglicher immunmodulierender
Nebeneffekte von HBOC-301 Oxyglobin™ ist zum gegenwartigen Stand der
Kenntnisse noch nicht méglich.

4.2 Diskussion der Ergebnisse
421 Uberleben

Es wurde untersucht, ob es einen Uberlebensvorteil hinsichtlich der Therapie
mit HBOC-301 Oxyglobin™ im Vergleich zur Therapie mit HES oder Ringer
gibt. Die Uberlebenszeit in Stunden wurde definiert als die Zeit vom Ende der
Anasthesie  bis zur Feststellung des Todes. Der maximale
Beobachtungszeitraum wurde mit 144 Stunden festgelegt.

Waéhrend in der Gruppe 1 (Therapie mit HBOC-301 Oxyglobin™) 9 von den
13 Tieren den gesamten Beobachtungszeitraum Uberlebten, war die
Uberlebensrate in Gruppe 2 (Therapie mit HES) 6 von 13 und in Gruppe 3
(Therapie mit Ringer) nur 2 von 13. Auch in der Uberlebenszeit zeigt sich ein
Unterschied. Im Schnitt Gberlebten die Tiere der Gruppe 1 (Therapie mit
HBOC 301 Oxyglobin™) 121 Stunden, die Tiere der Gruppe 2 (Therapie mit
HES) 93 und die der Gruppe 3 (Therapie mit Ringer) nur 57 Stunden. Bei
deutlicher Verschlechterung des Allgemeinzustandes eines Tieres wurde die
Tétung durch den Veterindrmediziner angeordnet und dann vor Ablauf der
sechs postoperativen Tage durchgefthrt. Bei tot aufgefundenen Tieren wurde
der Todeszeitpunkt mit Hilfe der Kérpertemperatur auf zwei Stunden genau
bestimmt. Die Tatsache, dass kein signifikanter Unterschied zwischen der
HBOC-301- und der HES-Gruppe detektiert werden konnte, kénnte darin
liegen, dass es keinen Unterschied gab oder aber dass die statistische Power
zu niedrig war. Um zu einer statistischen Signifikanz in der Untersuchung der
Uberlebensraten zu gelangen, miissten die GréBe jeder Gruppe auf 165 Tiere
(5% a Fehler, 80% power) gesteigert werden [33], was praktisch nicht
durchfihrbar ist.

Vergleicht man die Ergebnisse dieses Versuches mit den Ergebnissen
hinsichtlich der Therapie der akuten nekrotisierenden Pankreatitis mit HBOC-
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200 und isovolamischen Hamodilution [42], die eine mittlere Uberlebenszeit
von 130 Stunden aufweist, und bei der 10 von 13 Tieren den gesamten
Beobachtungszeitraum Uberlebten, so zeigt sich allein durch die Applikation
der bovinen Hamoglobinldsung der gleiche Therapieeffekt auf das Uberleben
in einem definierten Nachuntersuchungszeitraum ohne die in der klinischen

Praxis doch sehr aufwendige isovolamische Hamodilution.
4.2.2 Mikrozirkulation

Da es sich bei HBOC-301 Oxyglobin™ um einen nicht-korpuskularen
Sauerstofftrager handelt, kann der Sauerstoff aufgrund des plasmatischen
Transportes auch Gebiete erreichen, die von Erythrozyten nicht mehr
durchflossen werden kénnen. Aber auch in GefaBabschnitten, in denen ein
Erythrozyt von Plasma umflossen wird, erleichtert das HBOC-301 die
Sauerstoffabgabe durch einen Uberbriickungseffekt. Hierbei kann der
Sauerstoff vom Erythrozyten Uber die HBOC-301 Molekile verbindend an das
Gewebe transportiert werden, da die Hamoglobinlésungen die Kapillaren
homogen ausfillen und somit eine geringere Diffusionsstrecke ermdéglichen
[29;84].

Abbildung 4.1: Elektronenmikroskopische Aufnahme einer renalen Kapillare:
2 Erythrozyten werden homogen von HBOC Molekiilen umgeben [84]
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Ein weiterer vorteilhafter Effekt des HBOC beruht unter anderem auf der
niedrigeren Sauerstoffaffinitdt des bovinen Hamoglobins (p50 von 36mmHg
vs. 26mmHg im Vergleich zu zelluldaren humanen Hamoglobin). Die
Sauerstoffdissoziationskurve des HBOC-301 ist nach rechts verschoben, was
eine  Sauerstoffabgabe an das durch die akute Pankreatitis
sauerstoffdefiziente Gewebe erleichtert. Dies ist insbesondere bei Patienten
mit schwerer akuter Pankreatitis von Bedeutung, da diese zu einem hohen
Prozentsatz schon bei Aufnahme eine nach links versetzte
Sauerstoffbindungskurve aufweisen, was die lebenswichtige Abgabe von
Sauerstoff an das Gewebe erschwert [47].

Zellfreies Hamoglobin besitzt eine hohe Affinitat zu Stickstoffmonooxid (NO),
so genanntes NO-Scavenging [2;3;137]. Stickstoffmonooxid wird vom
GefaBendothel freigesetzt und wirkt relaxierend auf die GefaBmuskulatur, was
zu einer Vasodilatation fuhrt. Nach Passage freier Hamoglobinmolekule durch
die Endothelbarriere der glatten GefaBmuskulatur und Transzytose in die
GefaBmedia kommt es tber Bindung von NO an die H&m-Gruppe indirekt zur
Vasokonstriktion. Zusatzlich Iasst sich der vasokonstringierende Effekt von
HBOC-Lésungen Uber Endothelinabgabe und Modulation von alpha-
adrenergen Rezeptoren erklaren [118;122]. Trotz dieser Effekte kam es zu
einer Verbesserung der pankreatischen Mikrozirkulation durch Gabe von
HBOC-301 Oxyglobin™ [50;129]. Das scheint darin begrindet, dass diese
Lésungen im Gegensatz zu Erythrozyten Bezirke jenseits von kritischen
Stenosen erreichen kdnnen.

Bereits 1994 wiesen Sharma et al. bei Ratten nach, dass Diaspirin-crosslinked
Hemoglobin (DCLHb) zwar den systemischen Gesamtwiderstand erhéhte,
aber zum einen im Intestinum den GefaBwiderstand nicht beeinflusste und
zum anderen sogar den Blutfluss zum Magen und Dinndarm erhdhte [122].
Ahnliche Beobachtungen konnten von Driessen et al. bei einem Schockmodell
bei Hunden gemacht werden, in dem sie nach Gabe von HBOC die
Durchblutung des Splanchnikusgebietes aufrechterhalten konnten und keinen
histologischen Schaden fanden, obwohl es zum Anstieg des systemischen
GefaBwiderstandes kam [23].

Wahrend unserer Untersuchung der Wirkung der unterschiedlichen Lésungen
im Hinblick auf die Mikrozirkulation konnte beobachtet werden, dass es zu
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einer signifikanten Verbesserung der Mikrozirkulation durch Gabe von HBOC-
301 Oxyglobin™ im Vergleich zur Gabe von Ringer-Losung kommt. Nicht
signifikant sind allerdings die Unterschiede zwischen der HBOC-301- und der
HES-Gruppe bzw. zwischen der HES- und der Ringer-Gruppe.

Diese Beobachtungen sind vergleichbar mit den Ergebnissen, die bei der
Therapie der akuten nekrotisierenden Pankreatitis mit HBOC-200 und
isovolamischer Hamodilution erarbeitet wurden. Auch hier zeigt sich kein
signifikanter Unterschied zwischen der HBOC- und der HES-Gruppe.
Wiederum gibt es eine deutliche Differenz zwischen der HBOC- und der
Ringer-Gruppe.

Vergleicht man die Mikrozirkulation zwischen den Gruppen HBOC-301 ohne
Hamodilution und HBOC-200 mit Hamodilution, so zeigen sich, allerdings
nicht signifikant, hdhere Werte in der HBOC-301 Gruppe. Diese lassen sich
darauf zurtckfihren, dass aufgrund der isovolamischen Hamodilution weniger
korpuskulare Anteile im Blutkreislauf zirkulieren, die den Laserstrahl des
Laser-Doppler-Scanners reflektieren kénnen. Wenn man die
Gewebsoxygenierung der HBOC-Gruppen mit und ohne Hamodilution
betrachtet, so zeigt sich allerdings kein signifikanter Unterschied in den tpO.-
Werten.

Schlussfolgernd kann man sagen, dass durch Gabe von HBOC-301 eine
deutliche Verbesserung der Mikrozirkulation im Pankreas erreicht werden
kann, wodurch ein Gewebeuntergang verringert wird. Allerdings zeigt sich die
alleinige Therapie mit HBOC-301 nur durch den logistisch geringeren
Aufwand gegenlber der Therapie mit HBOC-200 mit Hamodilution in Bezug

auf die Mikrozirkulation Uberlegen.

4.2.3 Histologie

Wie bereits in der Einleitung erwahnt ist die Aufrechterhaltung der
Mikrozirkulation ein entscheidender Schritt im Verlauf der akuten Pankreatitis.
Ein histologischer Schaden entwickelt sich sehr frih und ist nicht die
weiterentwickelnde Form einer édematdsen Pankreatitis [1;61;90;102]. Eine
friihe therapeutische Intervention zur Aufrechterhaltung der Mikrozirkulation
entscheidet Uber die Gewebsschadigung. Durch rechtzeitige Verbesserung der
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Mikrozirkulation konnten Klar et al. zeigen, dass sich bei Patienten mit akuter
nekrotisierender Pankreatitis, bei denen die Mikrozirkulation durch
isovolamische Hamodilution verbessert wurde, in einem hohen Prozentsatz
keine Progression der CT-dokumentierten Nekrosen fand [66]. Diese
Erkenntnis wird in den vorliegenden Versuchsreihen durch die parallelen
Verlaufe (verbesserte Mikrozirkulation-geringerer Gewebeschaden) unterstitzt.
In dieser Studie begannen alle Therapieoptionen 75min nach Induktion einer
massiven nekrotisierenden Pankreatitis, SO dass gleiche
Ausgangsbedingungen vorlagen. Bei der histologischen Auswertung zeigte
sich ein signifikanter Unterschied des Gesamthistoscores zwischen der
HBOC-301- und der Ringer-Gruppe. Allerdings zeigten sich durchaus
deutliche Unterschiede unterhalb der Gruppen hinsichtlich Azinusnekrosen,
wobei sich die HBOC-301 Gruppe mit einem Score von 1 deutlich von der
HES-Gruppe mit einem Score von 2 und der Ringer-Gruppe mit einem Score
von 2,5 abhebt. Auch hinsichtlich Fettnekrosen und Inflammation ergibt sich
fur die HBOC-301 Gruppe im Vergleich der niedrigste Score. Erklaren I&sst
sich der geringere Gewebeschaden durch die Aufrechterhaltung der
Mikrozirkulation bedingt durch die Gabe von HBOC-301 Oxyglobin™. Die
Rechtsverschiebung der Sauerstoffbindungskurve im Vergleich zum humanen
Hamoglobin und ein ausgepragter Bohreffekt des HBOC beginstigen die
Sauerstoffabgabe im schlecht perfundierten, azidotischen Gewebe
[31;78;129]. Diese Tatsache in Verbindung mit einem zusatzlichen Angebot
an plasmatisch gebundenen Sauerstoff kénnte eine Erklarung fir den
geringeren Gewebeschaden in der HBOC-301 Gruppe darstellen.

Vergleicht man die Histoscores bei Therapie mit HBOC mit bzw. ohne
Hamodilution zeigen sich nahezu identische Werte, so dass die Therapien in

Hinblick auf die Gewebeschadigung als gleichwertig anzusehen sind.

4.3 Begleiteffekte in der Anwendung von HBOC

Neben den angesprochenen Problembereichen, die bei der Anwendung von
Hamoglobinldsungen auftreten und bereits diskutiert wurden, wie z.B. die
Vasokonstriktion (siehe Kapitel 2.16.1), stellen in der klinischen Anwendung
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von HBOC die Oxygenierung von plasmatischem Hamoglobin zu Met-
Hamoglobin, eine mdgliche Immunogenitdt von HBOC beziehungsweise
Immunsuppression durch HBOC und ein nephrotoxischen Effekt mdgliche

Problemfelder dar.

4.3.1 Met-Hamoglobin

Eine Oxydation des Eisenatoms im Ham-Anteil des Hamoglobins fihrt zur
Entstehung von Met-Hamoglobin (MetHb), das am Sauerstofftransport dann
nicht mehr teilnimmt. Da den Hamoglobinldsungen die intraerythrozytar
vorliegenden Enzyme zur Reduktion fehlen, kann es bei diesen Ldsungen
vermehrt zu einem persistierenden Anstieg der MetHb Konzentration kommen.
Untersuchungen von Linberg et. al ergaben jedoch, dass Konzentrationen von
bis zu 10% zu keiner signifikanten Reduktion der Gewebsoxygenierung flhren
[83]. Vor dem Einsatz von HBOC in unseren Versuchen wurde der Anteil von
MetHb untersucht (siehe Einleitung), so dass eine Konzentration >5% vor
Applikation sicher ausgeschlossen werden konnte. Nach Applikation kam es zu
keinem Anstieg der MetHb Konzentration. Die Konzentrationen bewegten sich
in allen Fallen unter 0,5%. Diese Befunde stehen im Einklang mit den
Resultaten bisheriger Studien mit HBOC, in denen weder tierexperimentell
[128], noch beim Einsatz am Menschen [126] klinisch relevante
Konzentrationen nachgewiesen werden konnten. Prinzipiell kann ein Zusatz
von Redox-Enzymen oder die Enkapsulierung von HBOC die Oxydation des
Hams zusatzlich vermindern, und somit gewahrleisten, dass ein noch héherer
Anteil des Hamoglobins anhaltend zum Sauerstofftransport zur Verfligung
steht [19;151]. Eine Mdoglichkeit stellt zum Beispiel die Bindung von
Polynitroxiden an Hamoglobin dar, wodurch katalytisch aktive Redoxzentren
entstehen, die die Aufgabe des intraerythrozytaren Redoxsystems
ubernehmen [69].

4.3.2 Immunogenitat bzw. Immunsuppression

Trotz der guten Vertréglichkeit moderner Hamoglobinlésungen in moderaten

Dosen ist eine mdgliche Immunisierung durch Hamoglobinlésungen besondere
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Aufmerksamkeit zu schenken, da ein heterogenes oder zumindest chemisch
modifiziertes Protein appliziert wird, welches eine Antikérperbildung
verursachen kann. Nach Applikation von zellfreiem artfremdem Hamoglobin
kam es in einigen tierexperimentellen Studien zu Immunreaktionen, die sich
z.B. in nachweisbaren Erhéhungen von IgG &uBerten [14;18;55]. Eine
Mdoglichkeit die Immunisierung zu minimieren, stellt die Veradnderung der
sterischen Konfiguration des Hamoglobinmolekils dar, die die Antigen
prasentierenden Stellen von der Oberflache hin zum weniger reaktiven
Zentrum des Hamoglobinmolekils verlagern sollen. So konnte in einer
experimentellen Studie von Estep et. al, bei der chemisch modifiziertes
Hamoglobin angewendet wurde, keine Erhéhung von spezifischem IgG oder
IgM nach funf aufeinander folgenden Injektionen von humanem a-a vernetztem
Hamoglobin bei Primaten gefunden werden [28].

Aufgrund der Elimination von zellfreiem Hamoglobin dber das
retikuloendotheliale System (RES) aus dem Intravasalraum und die
Speicherung in Organen wie Leber und Milz stellt sich die Frage nach einem
moglichen immunsuppressiven Effekt von zellfreiem Hamoglobin [149]. In
tierexperimentellen Studien wiesen Crowley [17] und White [149] eine
verminderte Abwehrfunktion auf Bakteridamie und eine Verstarkung von
Endotoxineffekten in Zusammenhang mit der Applikation von H&moglobin-
Lésungen nach, was mit einer immunsupprimierenden Wirkung auf das RES
erklart wurde. Langermans et al. konnten auBerdem eine verbesserte
Wundheilung nach Behandlung mit HBOC nachweisen [73;125].

In einer tierexperimentellen Studie an Schafen tauschten Viahakes et. al.
annahrend 95% des zirkulierenden Blutvolumens mit einer bovinen
Hamoglobinlésung aus [141]. Alle Tiere Uberlebten unter der Bedingung einer
zweimaligen Nachinfusion der Hamoglobinlésung, die aufgrund der
intravasalen Verweildauer des Praparates von etwa 20h erforderlich war.
Dadurch konnte der Zeitraum bis zur Neubildung einer ausreichenden Anzahl
an Retikulo- und Erythrozyten wirkungsvoll Uberbrickt werden. Nach
Applikation von HBOC konnten bei Freiwiligen und Patienten erhdhte
Serumeisen- und Ferritinspiegel sowie eine gesteigerte Retikulozytose
gemessen werden, was ein Hinweis darauf sein kénnen, dass abgebautes

zellfreies Hamoglobin als Ausgangssubstanz flr eine gesteigerte Erythropoese
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dienen kann [126]. Auf Grund der bisherigen Datenlage kann aber eine
endgultige Beurteilung mdoglicher immunmodulierender Nebeneffekte von
HBOC noch nicht abgegeben werden.

4.3.3 Nephrotoxizitat

In den Anfangsjahren der experimentellen Forschung mit stromafreien
Hamoglobinlédsungen  (SFH) zogen nephrotoxische Nebenwirkungen
schwerwiegende Komplikationen nach sich [43]. AuBerdem kam es nach
Substitution von SFH zu Gerinnungs- und Komplementaktivierung
[31;96;109].  Urséachlich  hierfir ~ waren  Verunreinigungen  durch
Phospholipidmembranen und Stromareste der Erythrozyten [31;92]. Ob
andere Mechanismen, wie Vasokonstriktion, Reduktion der glomerularen
Filtrationsrate und Tubulusobstruktion durch Hamoglobinprazipitate zur
Nephrotoxizitat herkémmlicher SFH beigetragen haben, ist nicht vollsténdig
geklart [6;135]. Ein erheblicher Teil der organtoxischen Nebenwirkungen in
den alteren Hamoglobinlésungen konnte durch  Einflhrung der
Ultrapurifikation z.B. durch das Abscheiden des freien Hamoglobins an
Chromatographiesaulen beseitigt werden [134]. Dies zeigte sich in einer
tierexperimentellen Untersuchung von Lee, in der die Nephrotoxizitdt von

bovinen Hamoglobin durch Ultrapurifikation drastisch gesenkt wurde [79].

4.4 Klinische Therapiestrategien bei akuter schwerer Pankreatitis

Derzeit gibt es keine spezifische Behandlung fur die akute Pankreatitis,
sondern die Therapie erfolgt rein symptomorientiert. Die Basistherapie basiert
auf einer adaquaten Schmerzbehandlung und der mdglichst frihen
Erkennung des Schweregrades, um eine adaquate Flissigkeitssubstitution
durchzufihren, welche die Mikrozirkulation aufrechterhalt. Es werden die
auftretenden Komplikationen z.B. renaler, pulmonaler oder septischer Genese
gezielt behandelt. Die meisten Patienten (ca. 80%) erkranken an einer
leichten und komplikationslosen Pankreatitis und erholen sich binnen weniger

Tage. Kommt es allerdings zu einem schweren Verlauf mit Komplikationen ist
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eine Intensivbehandlung unabdingbar. Handelt es sich um eine biliar-
induzierte Pankreatitis sollte nach einigen Autorenangaben zeithah eine
Steinextraktion und ggf. eine Papillotomie mittels ERCP erfolgen [30;81].
Andere Arbeitsgruppen hingegen halten die ERCP mit Papillotomie und
Steinextraktion nur bei Persistenz der Cholestase bzw. elektiv im Intervall fiir
indiziert [38;100].

Eine wichtige Saule der Basistherapie stellt die FlUssigkeitssubstitution dar. Bei
der akuten Pankreatitis kann es zu hohen Volumenverschiebungen kommen,
z.B. ins Retroperitoneum, die Bauch- oder Pleurahdhle, welche anhand des
Z\VD, der stindlichen Urinausscheidung und des arteriellen Drucks adaquat
ausgeglichen werden mussen. In ausgepragten Verlaufen kann es sogar zu
einem FlUssigkeitsbedarf von Gber 500ml pro Stunde kommen, der durch
alleinige Gabe von kristalloiden Lésungen nicht zu beherrschen ist [22]. Die
Gabe von Kolloiden zeigt sich als sehr sinnvoll, da es dadurch zur
Verbesserung der Mikrozirkulation und einer Senkung der Morbiditat und
Mortalitdt kommt [117]. Ein engmaschiges, gegebenenfalls invasives
hamodynamisches Monitoring ist von groBer Wichtigkeit. Ist auch durch rasche
Volumenzufuhr keine Stabilisierung der Hamodynamik zu erreichen, ist die
Gabe von Katecholaminen indiziert. Neben der Volumen- und
Katecholamintherapie muss regelmaBig die Indikation von Transfusionen,
Kortisontherapie, intensivierter Insulintherapie, lungenprotektiver Beatmung
und Antibiose Uberprift werden.

Waéhrend die orale Nahrungskarenz eine subjektive Erleichterung fir die
Patienten hinsichtlich Ubelkeit, Erbrechen und Schmerzen darstellt, so zeigen
Studien allerdings, dass durch enterale Erndhrung, z.B. Uber eine
Jejunalsonde, die Darmintegritat erhalten bleibt, wodurch eine bessere
Durchblutung gewahrleistet und einer Atrophie der Darmmukosa vorgebeugt
wird [124]. Die Aufrechterhaltung der Darmmukosa-Barriere spielt auch eine
entscheidende Rolle hinsichtlich der bakteriellen Translokation mit
resultierender Nekroseninfektion [113;136], welche eine chirurgische
Intervention mittels Nekrosektomie und Lavage notwendig machen kann [110].
Pankreasnekrosen korrelieren eng mit einem Multiorganversagen [62;68] und
sind als wichtigster prognostischer Risikofaktor fur den letalen Ausgang der
Pankreatitis anzusehen [12]. Besteht ein Verdacht auf Pankreasnekrosen
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muss innerhalb der ersten 72 Stunden eine kontrastmittelangereicherte
Computertomographie des Abdomens erfolgen [77], damit ein AusmalB der
Nekrosen und die Notwendigkeit einer chirurgischen Intervention abgeschatzt
werden kann, auch wenn es Arbeitsgruppen gibt, die die chirurgische
Intervention unabh&ngig von dem Ausmal oder dem bakteriellen Status der
Nekrosen sehen [110]. Langzeitstudien zeigten, dass die perkutane Drainage
von infizierten Pankreasnekrosen eine Alternative zur chirurgischen
Intervention darstellen kénnte [26].

Um den Darm als wahrscheinlichste Quelle der Superinfektion der
Pankreasnekrosen auszuschalten, wird die prophylaktische Gabe von
Antibiotika diskutiert [64;94]. Die meisten der Infektionen sind durch
gramnegative Erreger wie E. coli, Pseudomonas, Klebsiellen oder
Enterokokken verursacht. GroBe randomisierte Studien belegten den Vorteil
einer intravendsen Antibiose [46;86;106;108]. Es besteht jedoch die Gefahr,
dass bei haufiger Anwendung der Antibiotika vermehrt Antibiotikaresistenzen
auftreten. So wiesen Gloor et al. in einer prospektiven Beobachtungsstudie bei
21% der Patienten, die bei nekrotisierender Pankreatitis prophylaktisch ein
Antibiotikum erhielten, Resistenzen gegen das eingesetzte Antibiotikum nach
[45].

Eine ausreichende Analgesie nimmt einen wichtigen Stellenwert in der
Basistherapie ein. Patienten leiden h&ufig unter starksten Schmerzen, was den
Einsatz von Opioid-Analgetika in den meisten Fallen unabdingbar macht.
Allerdings darf man in diesem Zusammenhang nicht die konstriktive Wirkung
einiger Opiode auf den Sphincter Oddi auBer Acht lassen. Bei Pethidin und
Tramal wurde kein Kkonstriktiver Effekt nachgewiesen [130;150]. Eine
Behandlung mittels Periduralkatheter (Th 7 bis Th 10) hilft nicht nur in der
Schmerzbekampfung, sondern dient durch Sympathikolyse und damit
verbundener erhéhter Motilitat auch der lleusprophylaxe [5;99].

Zusatzlich sind eventuell weitere Therapien, wie Hamofiltration, Beatmung,
Behandlung von Gerinnungsstérungen und metabolischen Entgleisungen,

notwendig, falls Komplikationen auftreten.
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4.5 Experimentelle  Therapiestrategien bei schwerer akuter
Pankreatitis

Es gibt eine Reihe experimenteller Untersuchungen zur Prophylaxe und
Therapie der akuten Pankreatitis, aber keine hat bisher Einzug in den
klinischen Alltag gefunden.

Es wurden Untersuchungen zu dem plattichenaktivierenden Faktor (PAF) und
dem interzellularen Adhasionsmolekil-1 (ICAM-1) durchgefihrt. PAF ist ein
potentes Lipid Autocoid, welches als Mediator der Entziindungsreaktion wirkt
und auf dem pankreatischen GefaBendothel lokalisiert ist [34]. Verschiedene
Arbeitsgruppen belegten die therapeutische Wirkung von PAF-Antagonisten
[20;21;36;72], aber in einer klinischen Studie des PAF-Antagonisten Lexipafant
konnte zwar die Rate an septischen Komplikationen verringert werden,
allerdings kam es zu keinem Uberlebensvorteil oder Reduktion der Rate an
Multiorganversagen gegeniber der Placebogruppe [63;65]. ICAM-1 wird auf
Endothelzellen exprimiert und ist fur die Vermittlung von Leukozyten-Endothel-
Interaktion verantwortlich und spielt somit eine tragende Rolle in der
Entstehung von Mikrozirkulationsstérungen [8;70;101;148]. Der Arbeitsgruppe
um Foitzik ist es durch Gabe von Antikérpern gegen ICAM-1 gelungen, die
Mikrozirkulation zu verbessern und eine Volumenverschiebung in den dritten
Raum zu verringern [8].

Andere Untersuchungen zeigten, dass durch Gabe von Endothelin-Rezeptor-
Blockern ein sogar noch gréBerer Effekt hinsichtlich der Reduktion von
Leukozytenadharenz und Verringerung des kapillaren Lecks zu erzielen war
als durch PAF-Antagonisten [24;36]. Endothelin-1 ist ein vasoaktives Peptid,
welches sich in dem Endothel von GeféaBwéanden findet und bei schwerer
akuter Pankreatitis die Entziindungsantwort vermittelt. Durch die Gabe des
Endothelin-Rezeptor-Antagonisten LU-135252 konnte sogar die Letalitédt von
42% auf 12% (p<0,05) im Rattenversuch gesenkt werden [35].

Bradykinin  fihrt bei akuter Pankreatitis zu einer gesteigerten
Entziindungsreaktion,  Vasodilatation = mit  konsekutiver  Hypotension,
Leukozytenaktivierung, vermehrter kapillarer Permeabilitadt und eine
Verstarkung der Reperfusionsschaden am Rattenpankreas [10;56;123]. Durch
den Einsatz des Bradykinin-Antagonisten Icatibant bei schwerer akuter
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Pankreatitis konnte im Rattenmodell eine Aufrechterhaltung der funktionellen
Kapillardichte und eine Verringerung der Leukozytenadharenz erreicht werden
[7].

Als positiv stellte sich auch die Gabe von Dexametason (0,5mg/kg KG)
hinsichtlich einer Senkung der Mediatoren IL6, TXB2 und 6-keto-PGl1alpha
und Verbesserung der Uberlebensrate bei schwerer akuter Pankreatitis im
Rattenmodell heraus [144].

Werner et al. konnten durch Gabe eines Stickstoffmonoxyddonators bei
experimenteller akuter Rattenpankreatitis den Verlauf einer schweren

Pankreatitis abschwachen [147].

4.6 Ausblick fiir HBOC in der Behandlung der akuten Pankreatitis

Die durchgefihrten tierexperimentellen Untersuchungen flhrten zu
ermutigenden Ergebnissen, was Anlass zu einer klinischen Untersuchung von
HBOC bei schwerer akuter Pankreatitis bieten sollte. Aufgrund der niedrigen
Inzidenz ware es sinnvoll, diese Untersuchung als Multicenterstudie
anzulegen, da die Patientengenerierung an einer einzelnen Klinik zu viel Zeit in
Anspruch nehmen wiirde. Das Uberleben sollte hierbei Primarparameter bei
einer Erkrankung mit immer noch hoher Letalitdt sein. Bei auch heute noch
fehlenden kausalen Therapiestrategien, die effektiv zu einem relativ frihen
Zeitpunkt die Entstehung von Nekrosen und Organkomplikationen verhindern
kénnen, stellt die Applikation von HBOC-301 und HES als Kombination von
rheologischer und Os-liefernder Therapie moglicherweise eine Option zur

Behandlung einer schweren akuten Pankreatitis dar.
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5 Zusammenfassung

Die schwere akute Pankreatitis ist heutzutage trotz modernster
intensivmedizinischer MaBnahmen immer noch mit einer hohen Letalitat
verbunden. Es gibt trotz umfangreicher Forschungen noch keine kausale
Therapie. Ein wichtiger Schritt in der Pathogenese von der milden,
O0dematdsen Pankreatitis zur schweren, nekrotisierenden Pankreatitis stellt die
Enzymaktivierung und der anschlieBende  Zusammenbruch  der
Mikrozirkulation dar. Zum Zeitpunkt der klinischen Aufnahme der Patienten ist
es bereits irreversibel zur Enzymaktivierung gekommen, so dass man hier
leider mit keiner Therapieoption ansetzen kann. Aus dem Grunde kommt der
Aufrechterhaltung der Mikrozirkulation ein besonders hoher Stellenwert zu.
Aus diesem Grund wurde in dieser Studie die Wirkung der zellfreien
Hamoglobinlésung HBOC-301 Oxyglobin™ bei akuter nekrotisierender
Pankreatitis hinsichtlich der Mikrozirkulation, des histologischen Schadens und
des Uberlebens im Vergleich zur Wirkung von HES und Ringer im
Schweinemodell untersucht. Die Untersuchung erfolgte prospektiv,
randomisiert an 39 Schweinen (jeweils 13 Tiere pro Gruppe). Alle Tiere
erhielten eine balancierte Allgemeinanasthesie mit kontrollierter Beatmung.
Nach Laparotomie wurde der Ductus pancreaticus kandliert. Die Induktion der
Pankreatitis erfolgte durch Gabe von Glycodeoxycholsdure (10 mmol/l, 0.4
ml/kg intraduktal GOber 10 Minuten) und Cerulein (5 pg/kg/h iv.). Die
Mikrozirkulation wurde mittels eines Laser-Doppler-Scanner PeriScan PIM I
der Firma Perimed gemessen. 75 Minuten nach Pankreatitisinduktion wurde
die Therapie begonnen. In diesem Zeitraum zeigten sich bei allen
Versuchstieren hinsichtlich der Demographie und den Ausgangswerten keine
Unterschiede. Die Einteilung erfolgte randomisiert in 3 Gruppen. Gruppe 1
erhielt HBOC-301 Oxyglobin™, Gruppe 2 HES 200000/0,5, Gruppe 3 Ringer.
In der HES-Gruppe wurde durch Noradrenalin der arterielle Mitteldruck auf das
Niveau der Gruppe 1 angehoben. 6 Stunden nach Beginn der Therapie wurde
die Narkose beendet und die Tiere extubiert. Der maximale
Beobachtungszeitraum betrug 144 Stunden, anschlieBend wurden die Tiere,
die Uberlebt haben, getbtet. Falls es einem Tier vor Ablauf des

Beobachtungszeitraums klinisch schlecht ging, wurde es nach tierarztlicher
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Begutachtung getétet. Allen Tieren wurde nach der Tétung Gewebeproben aus
dem Pankreas entnommen und geblindet von 2 unabhéngigen Pathologen
histologisch aufbereitet, untersucht und die Ergebnisse in einem Histoscore
zusammengefasst.

In der HBOC-301 Gruppe Uberlebten 9 Tiere den gesamten
Beobachtungszeitraum, in der Ringer-Gruppe nur 2. Dieser Unterschied ist
signifikant (p<0,001). In der HES-Gruppe Uberlebten 6 Tiere.

Hinsichtlich der Mikrozirkulation zeigte sich eine bessere Mirkozirkulation in der
HBOC-301 Gruppe im Vergleich zur Ringer-Gruppe. Die HES-Gruppe zeigte
zu beiden Gruppen keinen signifikanten Unterschied.

Der histologische Schaden ist in der HBOC-301 Gruppe am geringsten mit
einem Gesamtscore von 5,5. Der Gesamtscore in der HES-Gruppe betragt 7,
in der Ringer-Gruppe 9,5. Vor allem in der HBOC-301 Gruppe wurde eine
geringer Schaden an den Azinuszellen festgestellt.

Ein Vergleich der Therapieoptionen HBOC mit und ohne Hamodilution zeigt
keinen signifikanten Unterschied in der Mikrozirkulation, im Gewebeschaden
und im Uberleben. Daraus kann man schlieBen, dass die Therapiestrategien
als gleichwertig gesehen werden kdnnen. Allerdings zeigt sich durch den
hohen logistischen Aufwand der Hamodilution im klinischen Alltag ein Vorteil
bei alleiniger Therapie mit HBOC.

Die Gabe von HBOC-301 Oxyglobin™ bei akuter schwerer Pankreatitis fuhrt
zu einer Verbesserung der Mikrozirkulation, und dadurch zu einer besseren
Sauerstoffversorgung des Gewebes und verbunden damit zu geringeren
histologischen Schaden. Dieser positive Verlauf zeigt sich auch in dem
Uberlebensvorteil der HBOC-301 Gruppe verglichen mit den Kontrollgruppen.
Die Applikation von HBOC-301 zur Optimierung des Sauerstofftransportes
stellt mdglicherweise eine Option zur Behandlung einer schweren akuten
Pankreatitis dar und sollte im Rahmen einer klinischen Studie bei Patienten mit
akuter schweren Pankreatitis weitergehend untersucht werden.
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