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1 Einleitung

1.1 Das retikuloendotheliale System (RES) — Definition

Das retikuloendotheliale System (RES) beschreibt eine Funktionseinheit von Zellen, die zur
Phagozytose und Speicherung von Stoffen und Partikeln befahigt sind. Zu diesen zahlen die
Monozyten mit ihren Prakursoren, inklusive der zugehdrigen Stammzellen, und die von ihnen

abstammenden Makrophagen der verschiedenen Gewebe des Korpers [1, 2].

Bereits im Jahr 1924 prégte der Freiburger Pathologe Aschoff auf Grund von Versuchen mit
Lebendfarbstoffen den Begriff "retikuloendotheliales System"”, welcher neben Makrophagen
und Monozyten retikuldre Zellen der lymphatischen Organe sowie Endothelzellen des GefaR-
systems umschloR, die allesamt angefarbt worden waren. Da die zwei letzteren Zellarten — mit
Ausnahme der histiozytéren Retikulumzellen — heute nicht mehr als der Phagozytose méchtig
erachtet werden und anderen Zelllinien entstammen als die Monozyten, wurde die Definition
auf die anfangs dargestellte aktualisiert. Dementsprechend wurden neuere, prazisere Bezeich-
nungen wie "retikulohistiozytéres System" (RHS) oder "mononukleér-phagozytierendes Sys-
tem" (MPS) eingeflhrt. Allerdings findet sich im einschlagigen, internationalen Schrifttum,
insbesondere in der angloamerikanischen Literatur, vorherrschend noch immer die traditionel-

le Bezeichnung "RES" [1]. Diese wird deshalb auch in der vorgelegten Arbeit verwendet.

Haben die Monozyten durch Diapedese die Blutstrombahn verlassen und sind in das umlie-
gende Gewebe migriert, kann fur ihre weitere Differenzierung in einer engeren Definition
zwischen der ruhenden Form der Histiozyten und der aktivierten Form der Makrophagen un-
terschieden werden. Im lockeren Bindegewebe machen diese einkernigen Phagozyten etwa 30
bis 50% der Zellen aus. Die ubiquitdren Zellen weisen in den unterschiedlichen Gewebekon-

texten histologisch zum Teil charakteristische Differenzierungen auf (siehe Tabelle 1).



Tabelle 1: Vorkommen und Typen von Makrophagen

Leber Kupffer’sche Sternzellen in den Lebersinusoiden
Synovia A-Zellen

Gehirn Mikroglia®

Haut Langerhans-Zellen
Knochen Osteoklasten

Milz

Darm

Knochenmark

Bindegewebe

Lunge (intraalveolér)

Peritoneum

Fusion mehrerer Makrophagen | Riesenzellen

1.2 Funktion und Bedeutung des RES in Physiologie und Pathophysiologie

1.2.1 Physiologie

Die Hauptaufgabe des RES liegt in der Elimination von Mikroorganismen und Makromolekii-
len aus dem Blut und interstitiellen Raum. Durch Beseitigung von Stoffwechselabfallen und
gealterten Erythrozyten tragt das RES zur Homdostase des Organismus bei. Durch Vernich-
tung von inkorporierten Bakterien und Viren nimmt es eine prominente Stellung in der kor-
pereigenen Abwehr ein. Auch an der Bekampfung von Tumorzellen ist es beteiligt. Der tra-
gende Vorgang ist in der Mehrzahl dieser Funktionen die Phagozytose mit nachfolgender,
vesikulérer Verdauung. Daneben wirken die Makrophagen des RES jedoch gleichzeitig auch

auf Mediatorenebene, indem Entziindungsprozesse beeinflusst werden, und durch die Prasen-

tation von Antigenen, die zum Beispiel Lymphozyten aktivieren kénnen [1, 2].

1.2.2 Pathophysiologie

Das RES kann durch verschiedene Noxen in seiner Funktion beeintrachtigt werden.

! Nicht abschlieBend geklart ist, in wie weit die Mikrogliazellen mit ihren Vorlauferzellen, den Mesoblasten, als

eigenstandige, von der monozytaren Zelllinie unabhangige Gruppe einzustufen sind.
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Durch Trauma und Schock, im Kreislaufversagen und in der Sepsis kommt es durch er-
niedrigten Perfusionsdruck bei Volumenmangel oder Herzkreislaufinsuffizienz, durch
verminderte Sauerstofftransportfahigkeit des Blutes oder bei infolge hyperdynamer Stoff-
wechselaktivitat erhohter Sauerstoffausschépfung in der Peripherie zu einem MiRverhalt-
nis zwischen Sauerstoffangebot und -bedarf. Diese fuhrt zu einem hypoxischen Entgleisen
des Zellstoffwechsels mit Funktionseinschrankung und endet im Zelltod und kompletten
Funktionsausfall [3, 4, 5, 6].

Féallt ein aus dem Blut zu kldrendes Material, z.B. Kohlehydrat- oder Protein-
Makromolekile aus kolloidalen Plasmaersatzmitteln oder Toxine, in tiberdurchschnittlich
groRBer Menge an, so kann die Phagozytosefunktion des RES in Bezug auf die tbrigen
Substrate zunachst relativ, nach Uberschreiten eines kritischen Wertes auch quantitativ
abnehmen [7, 8, 9]. UberméRig anfallendes Material kann auch durch Stérungen der Ge-
rinnung entstehen, zum Beispiel im Rahmen der Verbrauchskoagulopathie oder dissemi-
nierten, intravasalen Gerinnung (DIC) [10, 11, 12].

Im Zusammenhang mit den oben angesprochenen Beeinflussungen kommt es auch zu
einer komplexen Reaktion und Interaktion der beteiligten Zellsysteme auf Mediatorene-
bene, die bei unphysiologisch Uberschiefendem Verlauf die RES-Funktion reduzieren
kdnnen. Ebenso sind kdrpereigene oder auch iatrogen zugefiihrte Steroide potentielle In-
hibitoren der Phagozytosefunktion [70].

Direkte strukturelle Zellschadigungen mit konsekutiv kompletter Zerstérung und Funkti-
onsausfall kénnen durch ionisierende Strahlung bewirkt werden.

Da sich 90% der dem RES zugehorigen Zellen in der Leber befinden, kann eine lokale
Beeintrachtigung dort die Gesamtfunktion negativ beeinflussen. Dies ist der Fall bei Le-
berzirrhose, Hepatitiden und Erkrankungen der ableitenden Gallenwege, wie Malignomen
oder Cholangitiden [1, 13, 14, 15].

Diese Beeintrachtigungen des retikuloendothelialen Systems miinden in eine gemeinsame

Endstrecke. Dabei handelt es sich um die Inkompetenz, gleichzeitig auftretenden Erfordernis-

sen von anderer Seite in ausreichendem Male gerecht zu werden. Der Organismus ist nicht

mehr imstande, in der Abgrenzung von der Umwelt und in der Aufrechterhaltung der Homo-

ostase seine Integritdt stabil zu halten. Durch Versagen der intestinalen Abwehrfunktionen

kommt es zur Translokation von Mikroorganismen in die vaskul&ren Transportwege des Kor-

pers und in die Gewebe mit nachfolgender Septikdmie [16]. Die unzureichende Beseitigung

hierdurch oder aus anderen Griinden freigesetzter Mediatoren fiihrt zu einer sich autoaggra-
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vierenden Entzuindungsreaktion mit Aktivierung der Kaskadensysteme (Gerinnungssystem,

Komplementsystem), deren Produkte wiederum nicht beseitigt werden kénnen [10].

1.3 Monitoring des RES

1.3.1 Bisherige Verfahren

Aus der Vielzahl der Funktionen des retikuloendothelialen Systems sowie seiner mannigfalti-
gen Beeinflussung durch krankhafte Prozesse wird deutlich, welche Wichtigkeit der Méglich-
keit, den Zustand dieses Organs ermitteln zu kdnnen, beizumessen ist. Neuere Methoden un-
tersuchen beispielsweise die Beschreibung der Makrophagenverteilung mittels Positronene-
missionstomographie [68] und die kernspintomographiegestitzte Funktionsanalyse der

Kupfferschen Sternzellen [69]. Interessant ist insbesondere eine Aussage zu der Frage, mit

welcher Geschwindigkeit, also mit welcher Anzahl an VVorgéngen pro Zeiteinheit Fremdkor-

per aus dem Blut geklart werden kdnnen (Clearance). Zielparameter ist also die quantitative

Phagozytoseleistung.

Bei der Durchsicht der zur Kldrung dieser Fragestellung bisher verwendeten Methoden kann

prinzipiell zwischen zwei Kategorien unterschieden werden:

e Die Betrachtung der Zunahme der Konzentration von Markersubstanzen im
retikuloendothelialen System. Hierbei wird Ublicherweise vereinfachend die Leber
betrachtet, die mit ihren Kupffer-Sternzellen 90% der RES-Masse enthalt (2). Die
Akkumulation der radioaktiv markierten Markersubstanzen in der Leber wird

o Tigtignepbischuerfadér Clearance als Abnahme der Konzentration von Markersubstanzen
im geklarten Raum, also im Blut. Hierbei werden in vorgegebenen, zeitlichen Abstéanden
Blutproben gewonnen und die jeweiligen Konzentrationen als Kurve dargestellt und auf
einen einheitlichen, mathematischen Ausdruck regrediert [17, 18]. AnschlieBend wird die
Steilheit der Kurve als Ausdruck der vorhandenen Phagozytosekapazitat ausgewertet.
Dieses Modell betrachtet also direkt das pathophysiologisch relevante Substrat: das intra-
vasale Blutvolumen als Transportvehikel der Noxe an ihr potentielles Ziel. Aus diesem

Grunde konzentriert sich die Arbeit im Folgenden auf diesen methodischen Ansatz.

Als Marker wurden im Laufe der Jahre eine Vielzahl von Substanzen eingesetzt, unter ande-
rem *'Cr-markierte Erythrozyten [19], Lipidemulsionen (z.B. Lipofundin [20], Intralipid
[21]), ®™Tc-Schwefel-Kolloid [22], gelatinisiertes **"Tc-Schwefel-Kolloid [23], Escherichia



coli [7], ®Tc-synthetische Liposomen [24], **'Jod-Salmonella typhimurium [25], Salmonella
enteritidis [18], kolloidaler Kohlenstoff [26], **™Tc-MMS [27] und *™Tc-Phytat [28].
Seit spatestens 1986 ist auch Nanocoll®, ein mit ™ Technetium markierbares, aus Albumin

gewonnenes Kolloid Gegenstand von Untersuchungen.

Die Mehrzahl der zur Cleancebestimmung verwendeten Substanzen erbrachte in definierten
Fragestellungen deutliche Ergebnisse, zum Beispiel im Bereich der Untersuchung einzelner
Faktoren, welche die RES-Funktion beeinflussen. Jedoch mangelt es nach wie vor an einem
Modell, fiir welches eine valide Bestimmung der RES-Funktion unter verschiedenen klinisch
relevanten Kreislaufzustdnden verifiziert ist. Zusétzlich sind die wenigsten der oben ange-
fuhrten Methoden fr eine Anwendung am Menschen geeignet, sei es wegen der Verwendung
stark strahlungsbelastender und langlebiger Isotope oder fiir den Menschen anderweitig pa-

thogener Substanzen und Erreger.

1.3.2 Nanocoll®

Nanocoll® nimmt dagegen als Indikator mit hervorragenden Ausgangseigenschaften eine

Sonderstellung ein.

o Nanocoll® ist ein in der klinischen Medizin am Menschen bereits lange und routinemafig
eingesetztes Diagnostikum. Die Unbedenklichkeit der Anwendung ist dadurch gezeigt
[29].

e Aus dem bisherigen Einsatz in der Lymphabstromszintigraphie konnte die Phagozytose
der Substanzen durch die Zellen des retikuloendothelialen Systems bereits nachgewiesen
werden [30, 29, 31].

e Nanocoll® wird aus menschlichem Albumin gewonnen; es ist auf Grund seiner dement-
sprechend geringen antigenen Eigenschaften — der klinischen Erfahrung entsprechend —
fur den Klinischen Einsatz geeignet.

o Nanocoll® wird als Produkt mit gut definierten, physikalischen Eigenschaften vertrieben,
welche eine gezielte Aussage zu spezifischen Aspekten der Phagozytose zulassen.

o Nanocoll® ist fiir die Markierung mit *™Technetium (Pertechnetat) geeignet, einem kurz-
lebigen (HWZ 6 Stunden) Isotop, welches unkompliziert herzustellen ist. Die Messung
seiner y-Strahlungsaktivitat kann mit nuklearmedizinischem Routineinstrumentarium un-

problematisch erfolgen. Es wird klinisch in Dosierungen bis zu einem Gigabequerel ein-



gesetzt; da zum Zwecke der Clearancebestimmung jedoch nur Messungen von Gesamt-
proben und keine auflésungsabhangigen, zweidimensionalen Szintigraphien durchgefiihrt
werden, kann mit weit geringeren Radioaktivitaten gearbeitet werden. Hierdurch wird der
Patientenschutz verbessert. Gleichzeitig entsteht die Option, eventuell erforderliche weite-
re Untersuchungen unter Verwendung hoherer Radioaktivitdtsmengen durchzufiihren
[32].

Die Ausgangseigenschaften der Substanz lassen sie demzufolge als vielversprechend einord-
nen. Wie vorhandene Arbeiten bereits zeigen, ist eine Verwendung von Nanocoll® zur
Untersuchung der RES-Funktion méglich und sinnvoll [33, 34, 30, 35].

Es gilt nun zu untersuchen, inwieweit eine Universalitdt zur Darstellung und Differenzierung
verschiedener Beeinflussungsformen, zum Beispiel durch Hypoxie und RES-Beladung ver-
schiedener Genese, durch Nanocoll® gegeben ist.

Die vorliegende Arbeit vollzieht dies an einem etablierten Tiermodell durch Untersuchung
der Nanocoll®-Clearance und -Organverteilung unter definierten Versuchsbedingungen.

Die vorangegangenen Ausfiihrungen begriinden nachhaltig die Notwendigkeit der vorgeleg-

ten Untersuchung.



2 Zielsetzung und Versuchskonzept

In der vorliegenden Arbeit wird die Frage untersucht, inwieweit Nanocoll® als MefRsubstrat
fur die Quantifizierung der Phagozytoseféhigkeit des retikuloendothelialen Systems verwen-
det werden kann. Hierzu wird die Beeintrachtigung der Eliminationsfunktion des RES durch
Bestimmung und Vergleich von Konzentrationsabféllen des Nanocoll® im peripheren Blut
sowie durch die Erhebung seiner Verteilung in den vier Zielorganen Leber, Milz, Lunge und

Niere unter verschiedenen Versuchsbedingungen ermittelt.

Zwei fiuhrende Noxen der retikuloendothelialen Funktionalitdt werden dazu experimentell
realisiert:
1) Die Hypoxie mit konsekutivem Funktionsverlust des RES wird durch eine respiratori-
sche Sauerstoffminderversorgung durch Hypoventilation erreicht.
2) Die Ubersattigung des RES mit phagozytiertem Material und die dadurch bedingte In-
suffizienz bei der Raffung weiterer Fremdstoffe wird durch die vorherige Beladung
mit bewirkt. Hierzu werden kolloidale VVolumenersatzstoffe verabreicht bzw. der mas-

sive Anfall atypischer Endprodukte der Gerinnungskaskade provoziert.

Die Elimination des radioaktiv markierten Eiweifles Nanocoll® wird gemessen und seine
Verteilung in den priméaren RES-Organen nach Versuchsende bestimmt. Unter der Hypothese,
dass eine funktionale Beeintrachtigung des RES zu einer Beeintrachtigung der Nanocoll®-
Elimination fihrt, wird die Féhigkeit des Nanocoll® analysiert, die Beeintrachtigungen anzu-

zeigen und zwischen ihnen zu differenzieren.

Es ist zu erwarten, dass in den Behandlungsgruppen, gegeniiber der Kontrollgruppe,

1) die beeintrachtigte RES-Funktion zu einer beeintrachtigten, verlangsamten Eliminati-
on des Nanocoll® aus dem Blut fihrt, und

2) die eingeschrankte Raffungskompetenz sich des weiteren darin ausdriickt, dass von
den gewebestdndigen Phagozyten im Rahmen der Versuchszeit weniger Nanocoll®
aufgenommen wird; dies sollte in geringeren relativen und absoluten Mengen von Na-
nocoll® resultieren, die nach Versuchsende in Leber, Milz, Niere und Lunge wieder-

gefunden werden.



3 Material und Methodik

3.1 Versuchstiere

Als Versuchstiere dienten 50 Bastard-Kaninchen beiderlei Geschlechts aus einer Zucht der
Behring-Werke Marburg. Das Koérpergewicht der Tiere betrug 2,9 + 0,3 kg. Die Versuche

wurden von der zustandigen Ethikkommission genehmigt.

3.2 Versuchsablauf

3.2.1 Praparation

Zundchst wurde bei den wachen Tieren die Ohrvene mit einer Butterfly-Nadel (Micro-Flo,
25G) kaniiliert. Uber diesen Zugang wurden 500 1.E. Heparin-Natrium (Liquemin® N 25.000,
Roche) pro kg Korpergewicht (KG) injiziert. Danach wurde die Narkose durch die intraglu-
teale Gabe von 40 mg Ketamin (Ketanest®, Parke-Davis) pro kg KG und 3 mg Xylazin
(Rompun® 2%, Bayer) pro kg KG eingeleitet, die je zur Hélfte in die linke und rechte Seite
erfolgte. Die Lagerung erfolgte in Riickenlage mit Uberstreckung des Halses auf einem mit
Wasserheizung (Haake Umwaélzpumpe) auf ca. 30 Grad Celsius erwarmten Metalltisch. Die
vorderen Extremitaten wurden an dem Tisch fixiert. Nach der Rasur der Halsregion und Lo-
kalandsthesie durch Quaddelung mit 10 ml Xylocain 2% (Astra) wurde die Haut durch einen
4 cm langen Langsschnitt eroffnet, die Luftrohre freiprépariert und unterhalb des zweiten
Ringknorpels angeschlungen. Es folgten die Tracheotomie und Intubation mit einem aus ei-
nem Absaugkatheter (12 Charriére, Braun Melsungen, Melsungen) angefertigten Tubus sowie
die Fixation des Tubus in der Trachea durch Einknoten. Ab diesem Moment wurden die Tiere
mit einer durchschnittlichen Frequenz von 45/min und einem Atemzugvolumen von ca. 20

ml, also einem mittleren AMV von 900 ml/min beatmet (Starling Pumpe, Braun Melsungen).

Als néchstes wurde die rechte Vena jugularis communis dargestellt, angeschlungen, gestaut,
nach proximal ligiert und mit einer Venenverweilkaniile (17G Vasocan-Brauniile, Braun)
kaniliert. Uber diesen Zugang erfolgte die Aufrechterhaltung der Narkose mittels einer Infu-
sionspumpe (Perfusor Secura, Braun Melsungen, Melsungen) durch Gabe von 120 mg/h Ke-
tamin und 6,4 mg/h Xylazin.

Die linke Arteria carotis communis wurde ebenfalls dargestellt, dann nach proximal ligiert,

gestaut und mit einem identischen Katheter kaniliert. Der Katheter wurde in ein Plexiglassta-
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tiv fest eingespannt, um eine storungsfreie Blutdruckmessung zu erméglichen und die Ge-
fahrdung des Zuganges durch Blutabnahmen zu minimieren. Hier erfolgte der Anschluf an
einen Druckaufnehmer (Statham). Der arterielle Blutdruck wurde kontinuierlich gemessen
(Hellige programm 19 Druckmonitor) und mittels eines Thermoschreibers (Hellige Servo-
med) kontinuierlich aufgezeichnet. Zum Abschlu der Praparation wurden {ber den liegenden

Zugang in der Ohrvene nochmals 500 I.E. Heparin pro kg KG gegeben.

3.2.2 Verlauf

Nach der Préparation folgte eine ca. 30minitige steady state-Phase, in Gruppe 7 eine einstin-
dige Hypoxie-Phase. Arterielle Blutproben wurden regelmaRig einer Blutgasanalyse (ABL
330, Radiometer Copenhagen) auf die Parameter pH, paO,, paCO; zugefiihrt. Die Blutgasbe-
funde und die Kreislaufverhaltnisse wurden, falls notwendig, durch Anpassung von Beatmung
und Narkotikazufuhr, bei diastolischen Driicken unter 30 mmHG auch mit Kopftieflage und
Volumenzufuhr (NaCl 0,9%) korrigiert. Alle Blutabnahmen wurden mit isotoner Kochsalzlo-

sung (NaCl 0,9%) ausgeglichen.

Zum eigentlichen Versuchsbeginn wurden in die Vena jugularis ca. 0,5 ml einer Solco Nano-
coll®-Zubereitung injiziert. Nach diesem Zeitpunkt Null wurden in Absténden von 2, 6, 10,
20, 30, 40, 60, 90, 120 und 180 Minuten in 3-mI-EDTA-K-R6hrchen (Kabevetten, Kabe)
Blutproben von ca. 1,5 bis 2 ml und jeweils Material fiir eine Blutgasanalyse aus dem Kathe-
ter in der Arteria carotis entnommen. Das verlorene VVolumen wurde durch NaCl 0,9 % er-
setzt. Die Blutabnahmen erfolgten sekundengenau an Hand der mitlaufenden Uhr. Nach 180

Minuten wurden die Versuchstiere durch eine Uberdosis des Narkotikums getotet.

AnschlieBend wurden Abdomen und Thorax rasiert und unter Schonung aller viszeralen
Strukturen mit einem Langsschnitt erdffnet. Nacheinander wurden Lunge, Leber, Milz und
beide Nieren in toto entfernt. Nachdem sie ausgeblutet waren, wurden die Organe einzeln auf
einer Prézisionswaage gewogen. Nun wurden aus allen Organen Gewebsproben gewonnen.
Dabei richtete sich die Aufmerksamkeit besonders auf eine reprasentative Verteilung der Ex-
zisionen auf die einzelnen Organstrukturen; so wurden die Einzelproben zusammengesetzt
aus Anteilen aller Leberlappen, Anteilen aller Lungenlappen, Teilen von Nierenmark, -rinde,
-polen und -aquator und allen Abschnitten der Milz. Die Gewebeproben wurden mit der Pra-

zisionswaage abgewogen (1,5 bis 2,3 g) und in verschlieBbaren 13-mlI-Rdéhrchen (Sarstedt)



gesammelt. Von den gewonnen Blutproben wurde mit einer Eppendorf-Pipette jeweils 1 ml

abpipettiert und in ebensolche Rohrchen Gberfiihrt.

3.2.3 Radioaktivitats-Bestimmung

Die in den Rohrchen mit den Blut- bzw. Gewebeproben enthaltene y-Aktivitat wurde in einem
Szintillationszéhler (Philips XL 1101 und Zahler XL 1150) erfat. Der Minimierung des 4n-
Effektes (MinusmeRfehler durch unvollstdndige Umhillung der Probe mit Szintillati-
onskristall an der Einschubdffnung) wurde durch eine nur 1 bis 1,5 cm hohe Befiillung der
Rohrchen Rechnung getragen. Der Counter war geeicht auf 48700 gezahlte Impulse pro Mi-
nute bei einer Probe von 1 kBq Aktivitat. Der gemessene Wert wurde in Bequerel umgerech-
net und unter Beriicksichtigung der Halbwertszeit des Radionuklids von 6 Stunden und der
seit der Probenentnahme vergangenen Zeit auf den Betrag zum Zeitpunkt des Versuchsbe-
ginns (t=0) korrigiert. Die Aktivitat der Gewebeproben wurde auf die Masse 1 g umgerech-

net.

3.3 Nanocoll®

Solco Nanocoll® ist ein Nanokolloid, welches aus menschlichem Serumalbumin gewonnen
wird. Die typische TeilchengréRe des mit **™Technetium (Tc) markierten Kolloids liegt zu
95% im Bereich von <80 nm. Ein handelstibliches Durchstechflaschchen enthalt 0,5 mg Al-
bumin als Nanokolloid [32].

Zur Praparation wurden 50 Megabequerel (MBgq) *™Tc aus einer **Molybdan-Generatorsaule
in 5 ml NaCl in ein Flaschchen Nanocoll® gegeben. Nach einer Markierungszeit von 15 Mi-
nuten wurden in einem halben Milliliter in einer 2-ml-Spritze 5.730.000 + 128.000 MBq ab-
gemessen (PTW-Curiementor 2, PTW-Freiburg). Hierin waren ca. 0,05 mg Albumin enthal-
ten.

Um die effektiv verabreichte Aktivitat zu ermitteln, wurde nach Versuchsende die in der nun
leeren Spritze noch enthaltene Aktivitat bestimmt und die Differenz zwischen diesem und

dem zu Beginn gemessenen Wert berechnet.

3.4 Gruppen

Die Versuchstiere wurden auf sieben Gruppen verteilt. Eine Gruppe diente als Kontrolle, die

anderen sechs wurden unterschiedlichen Behandlungen zugefiihrt.
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Hydroxyethylstarke (n=6)

1. Kontrolle (n=6)
2. Hypoxie | (n=9)
3. Ancrod | (n=7)
4. Ancrod Il (n=7)
5. Dextran (n=6)
6.

7.

Hypoxie 11 (n=7)

[8. Tod wahrend der Praparation (n=2)]

3.4.1 Kontrolle

An den Tieren der Kontrollgruppe wurde der beschriebene Versuchsverlauf vollzogen. Sie
wurden keiner weiteren Stimulation oder Beeinflussung ausgesetzt. Auf diesem Wege wurden
die physiologische Eliminationsrate des Nanokolloids aus dem Blut und die unbeeinflusste Ve

rteilung in den vier Zielorganen festgestellt.

3.4.2 Hypoxie |

Die Versuchstiere wurden wahrend der Steady-State-Phase und der Versuchszeit durch Redu-

zierung des Atemminutenvolumens in einer Hypoxie mit PaO,-Werten < 40 mmHg gehalten.

3.4.3 Ancrod |

Zur Erzielung einer Beladung des retikuloendothelialen Systems mit kdrpereigenen Fibrin-
Spaltprodukten wurde mit Ancrod vorbehandelt. Ancrod Ist ein thrombindhnliches Enzym,
das aus dem Gift der malayischen Grubenotter (Agkistrodon rhodostoma oder auch Calose-
lasma rhodostoma) gewonnen wird. Es spaltet aus dem Fibrinogenmolekiil das Fibrinopep-
tid A als atypisches Spaltprodukt ab. Die entstandenen des-A-Fibrinmonomere polymerisie-
ren zu dinnen, léslichen, atypischen Fibrinfilamenten, ohne Quervernetzungen auszubilden.
Sie werden komplett oder nach Spaltung durch das korpereigene Fibrinolysesystem (Plas-
min), welche unmittelbar nach der Bildung erfolgt, von den Zellen des RES phagozytiert.
Ancrod wird in geringerer Dosierung zur durchblutungsférdernden oder -wiederherstellenden
Therapie verwendet [62]. Die Versuchstiere bekamen am Versuchsvortag (> 24 Stunden vor
Versuchsbeginn) sowie am Versuchstag zwei Stunden vor Versuchsbeginn jeweils 10 I.E.
Ancrod (Arwin®, Knoll, Ludwigshafen) in 10 ml NaCl 0,9 % wahrend einer Stunde infun-
diert (Perfusor Secura, Braun).
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3.4.4 Ancrod Il

Den Tieren wurden zwei Stunden vor Versuchsbeginn 10 I.E. Ancrod In 10 ml NaCl 0,9 %

wahrend einer Stunde infundiert.

3.4.5 Dextran

Zur Untersuchung des Einflusses einer Beladung des RES mit bakteriellen Polysacchariden
wurden den Versuchstieren am Vortag des Versuches im Stundenabstand 5 x 20 ml sowie am
Versuchstag vor Versuchsbeginn pro kg KG 2 bis 5 x 20 ml, entsprechend 47 bis 67 ml Dex-
tran 60, 6 %ig (Macrodex 6%, Schiwa) injiziert.

3.4.6 Hydroxyethylstarke

Zur Untersuchung des Einflusses einer Beladung des RES mit pflanzlicher Stérke wurde den
Versuchstieren am Vortag des Versuches im Stundenabstand pro kg KG 5 x 20 ml sowie am
Versuchstag vor Versuchsbeginn 4 x 20 ml, entsprechend 60 ml Hydroxyethylstarkeldsung
infundiert. Dabei handelte es sich um eine mit NaCl 0,9% von 10% auf 6% verdiinnte HES-
Ldsung mit einem mittlerem Molekulargewicht von 200.000 Dalton sowie einem Substituti-
onsgrad von 0,5 (HAES-steril® 10 %/200/0,5, Fresenius Kabi).

3.4.7 Hypoxie Il

Die Tiere wurden direkt nach Narkoseeinleitung mit 0,2 mg Pancuronium (Pancuronium Or-
ganon, Organon Teknika) relaxiert. Die Relaxierung wurde mit repetitiven Dosen bis zu einer
Gesamtmenge von 2 mg aufrechterhalten. Fir 60 Minuten vor Versuchbeginn und wahrend
des gesamten Versuchsablaufes wurden die Tiere durch Reduktion des Atemminutenvolu-

mens in einer Hypoxie mit PaO,-Werten < 40 mmHg gehalten.
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4 Ergebnisse

Die erfassten Daten wurden mit den Programmen Statgraphics Plus 3.1 (Statistical Graphics
Corp.), HOEREP (Bayer), SPSS 10.0 und 11.0 (SPSS Inc.) und Excel 97 und 2002 (Micro-
soft) verarbeitet. Unterschiede zwischen den Gruppen wurden durch Varianzanalyse (ANO-
VA) ermittelt und mit dem LSD-, Tukey HSD-, Bonferroni, Sidak- und Scheffé-Verfahren als
post hoc-Tests auf Signifikanz geprift. Alle statistischen Angaben erfolgen in Mittelwert +

Standardfehler der Mittelwerte (standard error of means, SEM).

4.1 Vitalparameter

4.1.1 AP - Arterieller Mitteldruck

Im Kontrollkollektiv lag der mittlere arterielle Blutdruck (MAP) zu Versuchsbeginn
(t =0 min) durchschnittlich bei 59 + 4 mmHg; bei Versuchsende nach 180 Minuten betrug
der Wert 46 £ 3 mmHg. Die mit Ancrod behandelten Gruppen wiesen &hnliche Werte auf: die
Tiere mit einfacher Vorbehandlung zeigten Werte von 57 + 5 mmHg; die Tiere, welche au-
RBerdem am Vortag behandelt worden waren, erbrachten einen MAP von 63 + 3 mmHg. Da-
gegen zeigte sich in den sowohl am Vortag als auch am Versuchstag mit Hydroxyethylstérke
und Dextran vorbehandelten Tieren ein erwarteter EinfluB der Infusionen auf den Kreislauf:
hier beliefen sich die Ausgangswerte auf 69 + 5 mmHg beziehungsweise 77 £ 2 mmHg. Von
diesen Gruppen mit erhdhten MAP-Ausgangswerten hoben sich die Hypoxie-Kollektive sig-
nifikant ab: Die hypoxisch gefiihrten und relaxierten Tiere starteten mit 54 + 2 mmHg (Unter-
schied zur Dextran-Gruppe p < 0,02), die nur hypoxisch gehaltenen Kaninchen lagen sogar
bei 47 £ 4 mmHg (Unterschied zur Dextran-Gruppe p < 0,001, Unterschied zur HES-Gruppe
p <0,02).

Im Laufe der Versuchszeit von 180 Minuten sank der arterielle Mitteldruck durch die zuneh-
mende Blutungsandmie bereits in der Kontrollgruppe auf 46 + 3 mmHg ab (-22%). In den
Dextran- und HES-Gruppen sank er auf 57 + 3 mmHg (-27%) und 56 + 1 mmHg (-19%). In
den beiden Ancrod-Gruppen verringerte sich der Wert um 21% und 22%. Die Beeintrachti-
gung des Organismus' in der Hypoxie-Guppe war fir die Mehrzahl der Tiere nicht kompensa-
bel. Bedingt durch eine durch die Narkosefiihrung nicht supprimierbare Eigenatmung bei ma-
schineller Hypoventilation erschdpften sich die Tiere so sehr, dass nur zwei von neun die ge-
samte Versuchsdauer tberlebten. Der Rest verstarb vorzeitig bei progredienter arterieller Hy-

potonie. Diese Gruppe (Hypoxie I) wurde als nicht verwertbar eingestuft und deshalb bei der
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weiteren Auswertung, vor allem im Bezug auf Unterschiede zwischen den Gruppen, nicht
berticksichtigt. In der Gruppe der zusétzlich relaxierten Tiere hingegen erreichten 100% das

Versuchsende mit einem durchschnittlichen MAP von 35 + 7 mmHg (-39%).

4.1.2 Arterieller pH

Der pH-Wert des Blutes bewegte sich in der Kontrollgruppe wéhrend der Versuchsdauer um
den Mittelwert von 7,44 £+ 0,01. In den mit Ancrod, Dextran und HES behandelten Gruppen
lag er durchschnittlich etwas niedriger bei 7,39 + 0,003. Hingegen kam es bei den in Hypoxie
gefuihrten Tieren auf Grund der Hypoventilation zu einer respiratorischen Azidose. Diese
konnte von den nicht relaxierten Tieren durch zusatzliche Spontanatmung teilweise kompen-
siert werden (pH-Wert nach 90 Minuten: 7,20 + 0,05, nach 180 Minuten: 7,11 + 0,03). Bei
den zusatzlich relaxierten Tieren lag der Wert nach der halben Versuchsdauer auf einem ver-
gleichbaren Niveau (7,21 + 0,05), nach weiteren 90 Minuten ergaben sich im Vergleich zur

nicht relaxierten Gruppe leicht bessere Werte von 7,17 + 0,04.

4.1.3 Atrterieller pO;

Die mittlere Sauerstoffspannung des arteriellen Blutes hielt sich unter angestrebter Optimal-
Ventilation in der Kontrollgruppe bei 145,8 + 6 mmHg. Wahrend der paO; in der Ancrod-I-
(136,6 + 7,3 mmHg), Dextran- (146,7 = 4,3 mmHg) und HES-Gruppe (135,5 = 4,7 mmHg)
vergleichbar, und in der Ancrod-I1-Gruppe (171,9 + 8,0 mmHg) tendenziell noch hoher lag,
konnte bei den Hypoxie-Tieren das angestrebte Niveau von weniger als 40 mmHg im nicht
relaxierten Kollektiv mit 40,7 +1,1 mmHg gut, bei den relaxierten Kaninchen mit

37,4 £ 1 mmHg sehr gut realisiert werden.

4.1.4 Arterieller pCO,

In der Kontrollgruppe lag der pCO,-Wert im arteriellen Blut bei 44,7 £ 1,5 mmHg. In den
Kollektiven mit ein- und zweimaliger Ancrod-Vorbehandlung, mit Dextran- und HES-
Vorbehandlung lag der Mittelwert &hnlich bei 42,0+0,8 mmHg, 42,5+ 1,0 mmHg,
42,4 £0,7 mmHg und 45,4 £ 0,7 mmHg. In den beiden Hypoxie-Gruppen jedoch zeigte sich
die Auswirkung der Hypoventilation in Form der Hyperkapndmie: Bei den nur hypoxisch
gehaltenen Tieren stieg der paCO, von anfanglichen 53,9 + 1,4 mmHg kontinuierlich an auf
maximale 96,9 £ 1,3 mmHg. In der zusatzlich muskelrelaxierten Gruppe kam es zu einem
Anstieg von 66,1 + 4,9 mmHg zum Zeitpunkt 0 auf 81,5 + 6,5 mmHg nach zehn Minuten; auf
diesem Niveau blieb die Kohlendioxidspannung (78,1 + 5,4 mmHg nach 120 Minuten), und
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fiel in der letzten Stunde bei stérker divergierenden Ergebnissen auf einen Mittelwert von
66,2 + 12,1 mmHg.

4.1.5 Tabellarische Aufstellung der Vitalparameterverldufe

Tabelle 2: Arterieller Mitteldruck [mmHg] (MW£SEM)
Zeit Kontrolle |Hypoxie I |Ancrod | |Ancrod Il [Dextran |HES Hypoxie 11
0 59,3+4,1 |46,7+4,3 |62,7+3,0 |56,6+4,8 |77,5£1,6 |69,0+4,8 |53,7+2,2
2 57,7+4,4 41,7442 |56,0+52 |52,7+3,0 |78,0£2,1 |62,8+6,4 |47,9+2,3
6 54,246,9 |41,7£3,5 |60,7£3,0 |54,7£2,3 |72,7£19 |66,7+4,0 |45,7+3,4
10 53,8+4,8 [39,4+3,6 |60,3+2,5 |551+2,3 |69,8+1,3 |63,7+4,3 [44,9+2,8
20 54,7+4,2 37,2433 |58,1+3,0 |54,9+2,2 |67,2£1,6 |62,2+3,7 |47,7+2,9
30 54,5+2,5 |(38,3+3,2 |553+3,4 |559+2,9 |65,8+1,8 |63,0£2,9 (51,6+2,4
40 53,5+3,0 [31,4+4,4 |58,1+3,8 |53,7+2,4 |64,3t14 |60,2+2,9 [52,0+2,1
60 53,5+3,0 |34,4455 |54,0+4,0 |52,1+2,6 |62,842,8 |60,2+3,5 |52,9+2,5
90 50,5+2,1 |38,6455 |53,1+35 |47,0+3,4 |62,3+2,8 |58,2+2,9 |50,7+2,3
120 45,8+2,4 |33,0+4,1 |49,6+45 |44,6+29 |58,7+2,9 |56,8+2,2 |43,6+2,7
180 45,742,6 |55,0+35,0 |48,7t45 |445+19 |56,5+2,6 |55,5+1,4 |40,8+4,6
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Tabelle 3: Arterieller pH (MW£SEM)

Zeit Kontrolle |Hypoxie I |Ancrod | |Ancrod Il |Dextran HES Hypoxie 11
0 7,49+0,024 | 7,36+0,011 | 7,41+0,027 | 7,38+0,026 | 7,40+0,018 | 7,39+0,015 | 7,25+0,023
2 7,42+0,048 | 7,33+0,015 | 7,38+0,040 | 7,34+0,019 | 7,39+0,023 | 7,38+0,019 | 7,23+0,028
6 7,45+0,057 | 7,32+0,019 | 7,37+0,036 | 7,34+0,019 | 7,39+0,018 | 7,39+0,018 | 7,22+0,029
10 7,38+0,080 | 7,32+0,022 | 7,37+0,031 | 7,36+0,015 | 7,40+0,013 | 7,39+0,013 | 7,22+0,029
20 7,43+0,035 | 7,31+0,024 | 7,38+0,027 | 7,38+0,015 | 7,41+0,007 | 7,37+0,027 | 7,22+0,032
30 7,45+0,003 | 7,29+0,031 | 7,40+0,019 | 7,39+0,010 | 7,40+0,008 | 7,39+0,006 | 7,21+0,037
40 7,47+0,055 | 7,32+0,018 | 7,41+0,020 | 7,39+0,016 | 7,40+0,008 | 7,39+0,007 |7,21+0,038
60 7,48+0,016 | 7,27+0,025 | 7,41+0,025 | 7,40+0,016 | 7,40+0,006 | 7,40+0,008 | 7,22+0,042
90 7,45+0,020 | 7,20+0,051 | 7,41+0,022 | 7,39+0,017 | 7,39+0,005 | 7,39+0,009 | 7,21+0,046
120 7,43+0,019 | 7,23+0,033 | 7,42+0,017 | 7,36+0,031 | 7,37+0,010 | 7,39+0,008 | 7,19+0,037
180 7,34+0,030 | 7,11+0,028 | 7,38+0,022 | 7,39+0,023 | 7,33+0,024 | 7,37+0,015 | 7,17+0,038
Tabelle 4: Arterieller pCO, [mmHg],(MW=£SEM)
Zeit Kontrolle |Hypoxie | |Ancrod | |Ancrod Il |Dextran |HES Hypoxie 11
0 379+20 |(539+14 |40,2+3,0 [39,0£3,6 [382+1,9|41,0+3,2 |66,1+4,9
2 499+80 |60,7+24 [454+41 |46/4+31 |41,2+3,0|442+24 |783+6,3
6 47,0+104 |615+31 (46,2+3,9 |469+3,0 [42,4+£2,6(421+33 [815+£6,5
10 54,7+18,2 |62,7+19 |46,4+4,0 (44, 7+£22 |423+2,4|442+21 (812+6/4
20 459+53 |583+£7,0 (450+29 |423+1,7 |41,1+£23(472+t24 |787+6,7
30 433+2,8 [682+3,0 (436+2,0 |409+1,7 |41,8+2,2(446+17 |79,6+8,6
40 39,4+0,7 |67,7+43 |426+17 |40,7+£19 |429+2,6|456+18 |799+87
60 416+15 |722+3,1 (418+22 |41,1+2,1 |431+2,4|457+20 |782+8,9
90 42,1+22 |81,3+6,3 [350+6,0 |40,8+2,0 [43,4+£2,2/469+21 |788+9,7
120 443+23 |736+13 |385+2,7 {40,3+2,0 [445+19(482+19 |781+54
180 515+32 |969+13 (439+21 (382+4,0 [454+29|49,7+18 (77,2+£59
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Tabelle 5: Arterieller pO, [mmHg] (MW+SEM)

Zeit |Kontrolle |Hypoxie I |Ancrod I |Ancrod Il |Dextran |HES Hypoxie 11
0 131,0+8,0 |38,8+0,6 |152,7+£37,0 |179,2+28,6 |141,0+24,8 |128,6+31,7 |37,2+2,0
2 121,0+19,6 | 36,9+2,1 |118,5+34,9 |170,6+38,0 |156,2+21,2 |131,1+19,3 | 32,2+2,4
6 143,4+18,7 | 36,4+1,9 |125,3+36,5 | 142,9+26,7 | 159,3+19,8 | 134,8+18,0 | 33,8+2,5
10 |147,8425,5|40,2+2,5 |138,6+36,0 |162,7+24,9 | 146,4+13,4 | 143,2+18,0 | 35,4+2,6
20 [148,1+20,8|42,4+1,1 |125,2+14,4 |160,0+27,3 | 153,7+11,3 | 135,6+14,0 | 38,312,9
30 |168,5+13,9|40,6+2,1 |127,2+14,7 |178,5+25,2 |157,249,3 |148,0+14,1 |39,3+4,0
40 |190,9+15,8 |40,4+2,7 |125,8+12,6 |177,4+28,8 |154,1+11,7 | 148,4+14,0 | 39,1+3,4
60 |141,7+14,7|36,6+1,5 |142,5+15,2 |182,9+27,4 |144,2+11,9 | 133,6+10,0 |40,3+2,0
90 |139,1+17,1|52,6+10,0 |150,7+19,9 |186,6+28,3 | 144,549,2 |137,8+10,5 |41,7+2,6
120 |155,3+23,4 |44,1+2,4 |156,0+20,8 | 186,0+28,6 |138,4+8,6 |131,9+10,0 |38,7+2,8
180 |157,1+15,1|46,7+8,3 |134,3+14,5 |162,7+15,4 |118,9+6,4 |117,3+7,8 |40,9+5,0
4.1.6 Graphische Darstellung der Vitalparameterverlaufe
Arterieller Mitteldruck
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Abbildung 1: Verhalten des arteriellen Mitteldruckes in der Kontrollgruppe; dargestellt sind Mittel-

werte + SEM, n=6 zu allen Zeitpunkten
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3 -
7,8 1
7,6 1

7.4 II’I\I)"‘/I—__X\X\I\I

7,2 1

T 777777

-10 10 30 50 70 90 110 130 150 170 190

Versuchsminute

Abbildung 2: Verhalten des pH in der Kontrollgruppe; dargestellt sind Mittelwerte £+ SEM, n=6 zu

allen Zeitpunkten
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Abbildung 3: Verhalten des arteriellen pCO, in der Kontrollgruppe; dargestellt sind Mittelwerte +
SEM; n=6 zu allen Zeitpunkten
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Abbildung 4: Verhalten des arteriellen pO, in der Kontrollgruppe; dargestellt sind Mittelwerte + SEM;
n=6 zu allen Zeitpunkten
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Abbildung 5: Verhalten des arteriellen Mitteldruckes in der nicht relaxierten Hypoxiegruppe (Hypo-
xie 1); dargestellt sind Mittelwerte + SEM; n=9; 9;9; 9;9;9;9;8; 7; 5; 2
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Abbildung 6: Verhalten des arteriellen pH in der nicht relaxierten Hypoxiegruppe (Hypoxie 1); darge-
stellt sind Mittelwerte + SEM; n=9;9;9; 9;9;9;9;8;7;5; 2
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Abbildung 7: Verhalten des arteriellen pCO, in der nicht relaxierten Hypoxiegruppe (Hypoxie I);
dargestellt sind Mittelwerte + SEM; n=9; 9;9; 9;9;9;9; 8; 7; 5; 2
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Abbildung 8: Verhalten des arteriellen pO; in der nicht relaxierten Hypoxiegruppe (Hypoxie I); darge-
stellt sind Mittelwerte + SEM; n=9;9;9;9;9;9;9;8;7;5; 2
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Abbildung 9: Verhalten des arteriellen Mitteldruckes nach zweimaliger Ancrodgabe (Ancrod I); dar-

gestellt sind Mittelwerte + SEM; n=7 zu allen Messzeitpunkten

21



Arterieller pH

g EHH/I/LL "

-10 10 30 50 70 90 110 130 150 170 190

Versuchsminute

Abbildung 10: Verhalten des arteriellen pH nach zweimaliger Ancrodgabe (Ancrod I); dargestellt sind

Mittelwerte + SEM; n=7 zu allen Messzeitpunkten
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Abbildung 11: Verhalten des arteriellen pCO, nach zweimaliger Ancrodgabe (Ancrod I); dargestellt

sind Mittelwerte £ SEM; n=7 zu allen Messzeitpunkten
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Abbildung 12: Verhalten des arteriellen pO, nach zweimaliger Ancrodgabe (Ancrod I); dargestellt

sind Mittelwerte = SEM; n=7 zu allen Messzeitpunkten
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Abbildung 13: Verhalten des arteriellen Mitteldruckes nach einmaliger Ancrodgabe (Ancrod I1); dar-

gestellt sind Mittelwerte + SEM; n=7 zu allen Messzeitpunkten
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Abbildung 14: Verhalten des arteriellen pH nach einmaliger Ancrodgabe (Ancrod I1); dargestellt sind

Mittelwerte + SEM; n=7 zu allen Messzeitpunkten
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Abbildung 15: Verhalten des arteriellen pCO, nach einmaliger Ancrodgabe (Ancrod Il); dargestellt

sind Mittelwerte = SEM; n=7 zu allen Messzeitpunkten
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Abbildung 16: Verhalten des arteriellen pO, nach einmaliger Ancrodgabe (Ancrod I1); dargestellt sind

Mittelwerte + SEM; n=7 zu allen Messzeitpunkten
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Abbildung 17: Verhalten des arteriellen Mitteldruckes nach Dextrangabe; dargestellt sind Mittelwerte

+ SEM; n=6 zu allen Messzeitpunkten
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Abbildung 18: Verhalten des arteriellen pH nach Dextrangabe; dargestellt sind Mittelwerte + SEM;
n=6 zu allen Messzeitpunkten
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Abbildung 19: Verhalten des arteriellen pCO, nach Dextrangabe; dargestellt sind Mittelwerte + SEM;

n=6 zu allen Messzeitpunkten
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Abbildung 20: Verhalten des arteriellen pO, nach Dextrangabe; dargestellt sind Mittelwerte + SEM;

n=6 zu allen Messzeitpunkten
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Abbildung 21: Verhalten des arteriellen Mitteldruckes nach HES-Gabe; dargestellt sind Mittelwerte +

SEM; n=6 zu allen Messzeitpunkten
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Abbildung 22: Verhalten des arteriellen pH nach HES-Gabe; dargestellt sind Mittelwerte + SEM; n=6

zu allen Messzeitpunkten

Arterieller pCO,

OI T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
-10 10 30 50 70 90 110 130 150 170 190

Versuchsminute

Abbildung 23: Verhalten des arteriellen pCO, nach HES-Gabe; dargestellt sind Mittelwerte + SEM;

n=6 zu allen Messzeitpunkten
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Abbildung 24: Verhalten des arteriellen pO, nach HES-Gabe; dargestellt sind Mittelwerte + SEM; n=6

zu allen Messzeitpunkten
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Abbildung 25: Verhalten des arteriellen Mitteldruckes bei Hypoxie und Relaxierung (Hypoxie I1);

dargestellt sind Mittelwerte £ SEM; n=7 zu allen Messzeitpunkten
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Abbildung 26: Verhalten des arteriellen pH bei Hypoxie und Relaxierung (Hypoxie 1l); dargestellt

sind Mittelwerte = SEM; n=7 zu allen Messzeitpunkten
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Abbildung 27: Arterieller pCO, bei Hypoxie und Relaxierung (Hypoxie Il); dargestellt sind Mittelwer-

te £ SEM; n=7 zu allen Messzeitpunkten
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Abbildung 28: Verhalten des arteriellen pO, bei Hypoxie und Relaxierung (Hypoxie I1); dargestellt

sind Mittelwerte = SEM; n=7 zu allen Messzeitpunkten

4.2 Nanocoll®-Clearance

Die Beschreibung der Abnahme der Nanocoll®-Konzentration im peripheren Blut wéhrend
des Versuchsverlaufes erfolgte mittels zweier verschiedener Methoden, einer monoexponen-

tiellen und einer biexponentiellen Funktion.

4.2.1 Mononome Kurvenanpassung

Zum einen wurde der in der Literatur dominierend anzutreffenden Darstellung der Kinetik der
retikuloendethelialen Clearance als mononom exponentieller Funktion gefolgt. Es erfolgte
eine Regressions-Kurvenanpassung an die gemessenen Nanocoll®-Clearanceverlaufe nach

der
Gleichung 1
c=C.e*
a

Hierbei stehen C, fiir die Ausgangskonzentration und C fiir die Konzentration zum Zeit-
punkt t, wéhrend die Clearancekurve durch den Faktor k als weitere Potenz zur Basis e cha-
rakterisiert wird. Die aus den Regressions-Kurvenanpassungen gewonnen Werte fiir k wurden
danach einer statistischen Analyse auf Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen unterzo-
gen (vergleiche die Darstellung der Gruppenmittelwerte in Tabelle 6 und Abbildung 29).

Nach Auslassen der Ergebnisse der Gruppe Hypoxie I, die bei einem hohen Anteil durch Tod

vorzeitig beendeter Versuche eine zu breite Streuung aufwiesen, ergab sich eine sehr gute
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Homogenitat der Varianzen (Levene-Statistik p=0,47). In der hierauf durchgefiihrten Vari-

anzanalyse (ANOVA) waren die Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen nicht signifi-

kant (p=0,84).

Tabelle 6: Koeffizient k; aufgefuhrt sind Mittelwerte + SEM

Koeffizient k

Versuchsgruppe MW £ SEM

Kontrolle (n=6) -0,0168 +0,0012

Hypoxie | (n=9) -0,0177 £ 0,0033

Ancrod | (n=7) -0,0176 + 0,0029
Ancrod I1 (n=7) -0,0155 + 0,0026
Dextran (n=6) -0,0188 + 0,0011
HES (n=6) -0,0179 + 0,0009

Hypoxie Il (n=7) -0,0152 + 0,0028

-0,012 -

-0,014 -
-0,016 A {
-0,018 -

-0,02 4

-0,022

Koeffizient k

n=6

Kontrolle Hypoxie | Ancrod| Ancrodl!l Dextran HES n=6 Hypoxie Il

n=9 n=7 n=7 n=6 n=7

Abbildung 29: Verhalten des mononomen Kurvenkoeffizienten k in den Versuchsgruppen; dargestellt

sind Mittelwerte + SEM
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Bereits in der graphischen Auswertung zeigte sich eine deutliche Unzulénglichkeit des Mo-
dells, die Kurvenverlaufe mathematisch befriedigend darzustellen. Der anfanglich starke Ab-
fall der Werte in Kombination mit der weitaus langsamer abfallenden zweiten Kurvenhalfte
konnte durch das mononome Modell nicht abgebildet werden (vergleiche beispielhaft
Abbildung 30).

Anpassung an Clearanceverlauf
Experiment 31, Gruppe Ancrod |

30000 -
25000 - "
20000 - '_ Kurvenanpassung
15000 - n - - ® - - MeRBwerte
10000 ]
5000 -
0 .
-5000 T T . . . . . . . . )

20 O 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
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Aktivitat [Bq]

Abbildung 30: Kurvenanpassung an C=C,e*™

Als Konsequenz wurde diesem Verfahren eine Analyse gegeniibergestellt, welche die gemes-
sen Verlaufe mathematisch praziser zu erkldaren imstande ist. Dieses ist die Betrachtung der

Kurven als zusammengesetzte, bi- oder polyexponentielle Funktion.

4.2.2 Binome Kurvenanpassung nach Mehrkompartimentenmodell

Entsprechend der biologischen Exponentialkinetik stellt sich der Kurvenverlauf eines
Pharmakons im Blut im halblogarithmischen Raster immer dann nicht als Gerade dar, wenn er
durch mehr als ein einziges Kompartiment bestimmt ist. Unter den Bedingungen einer i.v.-
Injektion, die das Pharmakon unmittelbar und in seiner Gesamtheit im Organismus zur
Verfligung stellt, erklart sich dieses aus der Zeit, welche die Verteilung desselben im
Organismus einnimmt. Es muB dementsprechend nach Dost ein Modell betrachtet werden,
welches aus einem Kompartiment "Blut", bzw. abstrakter formuliert, aus einem zentralen

Kompartiment, und wenigstens einem Seitenkompartiment besteht.
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Das Zweikompartimentenmodell stellt sich nach Dost graphisch folgendermafen dar:

Cp2 Cps

l k2o

Abbildung 31: Blockdiagramm der Kompartimente

Das Zweikammermodell enthalt neben dem zentralen Kompartiment (Cp,) ein Seitenkompar-

timent (Cps), welches einen Teil der applizierten Dosis reversibel aufnimmt. Bei i.v.-

Applikation ist dementsprechend ein biphasischer Konzentrationsverlauf zu erwarten. Die

Austauschrate zwischen den Kompartimenten wird durch die sogenannten Mikrokonstanten

kk
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charakterisiert.

Im Mehrkompartimentenmodell nach Dost verhalt sich die Konzentration eines Stoffes im Blut gemaR der

Gleichung 2

y= ancjew
=1

Fiir das Zweikompartimentenmodell ergibt sich dann folgende biexponentielle
Gleichung 3

y=C,e ™ +C,e "

Hierbei stellen y die Konzentration des Stoffes am Modellausgang, d.h., in den gewonnen Blutproben, und
C, und C, die extrapolierten Ausgangskonzentrationen dar. t steht fir die Zeit und y; und v, sind die die Ki-
netik des einzelnen Kompartimentes charakterisierenden Konstanten. Den Letzteren liegen inhaltlich die dem
Blockdiagramm (siehe Abbildung 31) zu entnehmenden sogenannten Mikrokonstanten kk zu Grunde, wel-
che die Austauschvorgange zwischen den Kompartimenten beschreiben.

Die Extraktion der einzelnen e-Funktionen aus der gemessenen Eliminationskurve erfolgt durch die Methode
des "sukzessiven Abschalens". Hierzu wird die Tatsache ausgenutzt, dass gegen Ende des zeitlichen Verlau-
fes meist nur noch ein einziger, ndmlich der langsamste AustauschprozeR von Relevanz ist. Dieser &3t sich
durch eine einfache Exponentialfunktionen ausdriicken, die von der Gesamtkurve abgezogen wird. Das Pro-
gramm HOERERP fihrt die fur das sukzessive Abschéalen der einzelnen e-Funktionen notwendigen Berech-
nungen mittels wiederholter Iterationen zur Ermittlung kleinster Abstandsquadrate durch (,,Rotating Iterative
Procedure®, RIP) [36].

Dieser Vorgang wird so oft wiederholt, wie es die Datenlage erfordert. Es kénnen so Funktionen aus theore-
tisch beliebig vielen Nomina erstellt werden. Aus den bei dieser Untersuchung erhobenen MeRwerten wurde
eine biexponentielle Kurvenfunktion als das der Datenlage am besten entsprechende Modell ermittelt, fir ei-
ne tri- oder mehr-exponentielle Auswertung fand sich keine Grundlage.
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Abbildung 32: Halblogarithmische Clearancedarstellung fur Versuch 37 (Kontrolle). Es wird deutlich,

dass die Punkte nicht durch eine einzelne Gerade erfalt werden kdnnen.
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Abbildung 33: Halblogarithmische Clearancedarstellung fiir Versuch 44 (Hypoxie 11). Auch hier wird

deutlich, dass die Clearancewerte nicht durch eine monoexponentielle Funktion dargestellt werden

koénnen.
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Relevante pharmakokinetische Aussagen lassen sich treffen, nachdem die genannten abstrakten Komparti-
mente, ausgedriickt durch die beiden Nomina der biexponentiellen Funktion, in Form eines integren Kom-
partimentensystems dargestellt werden [37]. Aus den fur die beiden Ausdriicke der biexponentiellen Funkti-
on ermittelten Werten, welche rein theoretischen Charakters sind, 1Rt sich dann gemag

Gleichung 4
n Cj
o C1 Cz
MT,, = =7 bzw 7+7
ve . MTvc /1 2
>¢c, C,+C,

aus den extrapolierten Ausgangskonzentrationen C; und den Kurvenkonstanten y; die mittlere Verweildauer
der Substanz in einem zentralen Kompartiment MT,, ermitteln, in welchem sie sich nach intravendser Appli-
kation primér verteilt.

Die mittlere Verweildauer im Gesamtsystem unter steady state-Bedingungen MT, ergibt sich als

Gleichung 5

MT,

Vss

e
z&
7
wonach sich die mittlere Verweildauer im verbleibenden peripheren Kompartiment M T, berechnet als
Gleichung 6
MTper = MTys - MTy

Unter steady state-Bedingungen sind fiir diese Kompartimente die mittlere Verweildauer, die Halbwertszeit
und die Konzentration einer Substanz sowie das Kompartimentvolumen zueinander proportional. Folgerich-
tig entsprechen sich die Verhéltnisse dieser Parameter zueinander:

Gleichung 7
MT, V

Ve ve

MT \

per per

Durch die Betrachtung dieser abstrakten Kompartimente und ihrer Relationen zueinander ergeben sich Hin-
weise auf Verhalten und Interaktion von physiologischen Strukturen.

Die errechneten und in die Untersuchung eingeflossenen Parameter waren die bereits oben
genannten: Aus den Primarfunktionen des biexponentiellen Ausdrucks die logarithmischen
Steigungskonstanten y; und v, die Halbwertszeiten t%; und t%, und die mittleren Verweil-
dauern MT,und MTo,.

Sodann wurden die mittleren Verweildauern fir die pharmakokinetischen Kompartimente,

MTyss, MTye, MTper und die jeweiligen Quotienten dieser Parameter untersucht.

Fir die statistische Analyse mittels ANOVA wurden die Ergebnisse der Versuchsgruppe Hy-
poxie | (respiratorische Hypoxie ohne Relaxierung) ausgeschlossen, um die auf Grund eines
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hohen Anteils friher Sterblichkeit im Versuchsablauf und einer infolgedessen verminderten

Zahl von Daten zur Kurvenanpassung erhdhte Fehlerwahrscheinlichkeit zu optimieren.

Die ermittelten Mittelwerte + SEM der angefiihrten Parameter finden sich dargestellt in
Abbildung 34, Abbildung 35, Abbildung 36, Abbildung 37 und Abbildung 38.

Die Werte fiir die Parameter MT; und MT, erforderten zu der fir die ANOVA benétigten
Angleichung der Varianzen eine Logarithmierung, die anderen Parameter bestanden die Le-

vene-Statistik der Homogenitat der Varianzen ohne weitere Bearbeitung.

In der ANOVA ergaben sich signifikante Gruppenunterschiede fiir den logarithmierten Quo-
tienten MTy/MT, (p=0,03), die Quotienten MTy/MTper (p=0,02), MTpe/MTyc (p=0,01) und
logMTper/MT, (p=0,007) sowie fiir die Quotienten MTyo/MTygss und MT e/ MTyss (p=0,009).
In den angeschlossenen post hoc-Tests stellten sich fiir den Parameter LogMT1/MT> signifi-
kante Unterschiede zwischen den Gruppen Hypoxie Il und Ancrod | dar. Ein signifikanter
Unterschied zur Kontrollgruppe bestand nicht; die Werte der Kontrollgruppe lagen zwischen
jenen der erstgenannten Gruppen, siehe Abbildung 34 und Tabelle 8a.

In den Parametern, welche die Relationen zwischen den mittleren Verweildauern des zentra-
len und peripheren Kompartimentes charakterisieren, zeigten sich signifikante Unterschiede
zwischen den Gruppen HES und Ancrod I. Zwischen der Gruppe Ancrod | und der Kontrolle
zeigte sich eine Tendenz zu einem signifikanten Unterschied, siehe Tabelle 8b.

Fur die Parameter MTy/MTyss bzw. MTper/MTyss zeigte sich wiederum ein signifikanter Un-
terschied zwischen den Gruppen Ancrod | und HES. Hier wurde zusatzlich der Unterschied

zwischen Ancrod | und der Kontrollgruppe noch deutlicher, vergleiche Tabelle 8c.

In den weiteren Parametern bestanden in der ANOVA keine signifikanten Gruppenunter-

schiede.
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Abbildung 34: Verhalten des logarithmierten Quotienten MT,/MT, in den Versuchsgruppen; darge-
stellt sind Mittelwerte £ SEM
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Abbildung 35: Verhalten des Quotienten MT,./MT,, in den Versuchsgruppen; dargestellt sind Mit-
telwerte £ SEM
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Abbildung 36: Verhalten des Quotienten MTe/MT,. in den Versuchsgruppen; dargestellt sind
Mittelwerte + SEM
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Abbildung 37: Verhalten des logarithmierten Quotienten MT,./MT.. in den Versuchsgruppen; darge-

stellt sind Mittelwerte + SEM
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Abbildung 38: Verhalten des logarithmierten Quotienten MT,/MT,s in den Versuchsgruppen; darge-

stellt sind die Mittelwerte + SEM

Tabelle 7: Mittelwerte + SEM der biexponentiellen pharmakokinetischen Auswertung?

l0g(MT/MT2) [MTu/MTper | MTper/MToc | 10g(MTper/MToc) | MTuo/MTogs

Kontrolle 0,9225 + 08658+ | 1,2556+ 0,1853 + 0,4548 +
0,0559 0,1210 0,1825 0,1454 0,0356

Ancrod | 0,7479 + 20048+ | 05428+ -0,6531 + 0,6547 +
0,0764 0,2603 0,0696 0,1307 0,0292

Ancrod 11 0,8011 + 16202+ | 08433+ -0,3282 + 05757 +
0,0964 0,3562 0,1912 02318 0,0543

Dextran 0,9234 + 11056+ | 11626+ 0,0362 + 0,4901 +
0,0592 0,2844 02323 0,2252 0,0536

HES 0,9559 + 08156+ | 1,2750+ 02231 + 0,4450 +
0,0362 0,0791 0,1291 0,0990 0,0242

Hypoxie 11 1,1155+ 14317+ | 0,7582+ -0,3131 + 0,5756 +
0,0958 0,1994 0,0749 0,1167 0,0271

2 Die Werte der ersten und vierten Spalte stellen die deskriptive Statistik (MW + SEM) der Menge logarithmier-

ter Einzelwerte dar.
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Tabelle 8: Ergebnisse der ANOVA und post hoc-Tests der pharmakokinetischen Parameter; dargestellt
sind die Irrtumswahrscheinlichkeiten (p). Signifikante Werte (p<0,05) sind markiert (*).

‘ ANOVA ‘ Scheffé ‘ LSD ‘Bonferroni‘ Sidak ‘Tukey-HSD

a)

Log MT./MT, *0,03

Ancrod | < Hypoxie Il 0,071 ‘ * 0,002 ‘ * 0,030 ‘ * 0,030 ‘ * 0,022
b)

MTyo/MT per *0,02

HES < Ancrod | 0,116 | *0,004 | 0,059 0,058 * 0,042
Kontrolle < Ancrod | 0,146 | * 0,006 0,083 0,080 0,056
MT per/MT o *0,01

HES < Ancrod | 0,069 [*0,002] *0,028 [=*0028] *0,021
Kontrolle < Ancrod | 0,196 | *0,008| 0,127 0,120 0,082
Log (MTper/MToc) * 0,007

Kontrolle < Ancrod | 0,128 | * 0,004 0,067 0,065 * 0,047
Ancrod | & HES *0,030 | 0,001 | *0,009 |*0,009| *0,008
<)

MTue/MT s, * 0,009

MT per/MT s

Ancrod | < Kontrolle 0,086 | *0,003] *0,039 |*0,039| *0,029
Ancrod | & HES 0,063 | *0,002| *0026 |*0,025| *0,019
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4.3 Verteilung der Radioaktivitat in Leber, Milz, Niere und Lunge

Zur Untersuchung des Nanocoll®-Verbleibs in den Organen zum Zeitpunkt des Kreislaufstill-
standes 180 Minuten nach Nanocoll®-Injektion wurde die Radioaktivitdt in Proben aus Le-
ber, Milz, Niere und Lunge bestimmt. Dabei wurde das Verhéltnis der Aktivitatskonzentrati-
on (Bequerel pro Gramm Gewebe) untersucht, das Verhaltnis der kompletten Radioaktivitaten
der einzelnen Organe zueinander und die relativ zur applizierten Menge wiedergefundene
Radioaktivitat.

4.3.1 Verhéltnis der Aktivitatskonzentrationen

Die Verteilung der Aktivitatskonzentration in Bequerel pro Gramm Gewebe in den Organen
zeigte ein wiederkehrendes Muster abfallender Konzentration in der genannten Reihenfolge.
Durch Berechnen der Relationen der Radioaktivitét zeigte sich pro Gramm Lebergewebe ein
durchschnittlicher Anteil von 46 bis 53%, in der Milz von 33 bis 43%, in der Niere von 9 bis
15% sowie in der Lunge von 1 bis 4%. Im Chi-Quadrat-Test nach Pearson ergab sich ein Sig-
nifikanzwert von 0,983 und damit keine statistisch signifikante Abh&ngigkeit der Faktoren
"Versuchsgruppe" und "Funktionsgewebe" voneinander, das heilt, der relative Anteil der
Phagozytoseleistung pro Gramm Organgewebe wies zwischen den Versuchsgruppen statis-
tisch keinen Unterschied auf. Jedoch zeigt sich in der graphischen Auswertung die Tendenz
zu einer im Vergleich mit den Leberwerten hoheren Aktivitatskonzentration in der Milz bei
den beiden Hypoxiegruppen. Eine identische Entwicklung 4Rt sich in der Gruppe "Dextran"
beobachten, siehe Abbildung 39.

42



054 — — . _
‘g 04 n I | O Leber
Toall M — OMiz
.% ONiere
g 0,2 1 W Lunge
WL W L e
oL B L FEL L AL

Kontrolle Ancrod | Ancrod Il Dextran HES Hypoxie Il

Abbildung 39: Verhaltnis der Aktivitatskonzentration in den Funktionsgeweben zum Zeitpunkt des
Kreislaufstillstandes nach 180 Minuten Versuchszeit, ermittelt aus den Werten in Bequerel pro Gramm

Gewebe

Tabelle 9: Aktivitatskonzentration in den Organen [Bq / Gramm Gewebe] (MW+SEM)

Leber Milz Niere Lunge
Kontrolle 25062 £ 2872 |17324 £2583 |7811+1109 977 + 105
Ancrod | 28576 £ 2632 |21086 +£2290 |6524+565 |633+76
Ancrod 11 30559 + 5124 24654 £ 3369 |8785+854  |1193 + 184
Dextran 30549 + 3278 24519 + 2448 6368 £ 674  |1098 + 256
HES 32965 £ 3272 24854 £ 3390 |7547 £ 1222 |1118 + 325
Hypoxie 11 27597 £2923 25495+ 2460 [5269+669 (962 + 144

Tabelle 10: Verhéltnis der Radioaktivitatskonzentration der Organe

4.3.2 Verhdltnis der Radioaktivitatswiederfindung zwischen den kompletten Organen

Die Untersuchung der Radioaktivitat pro Organ ergab im Durchschnitt aller Versuche in der
Leber 81,0% bis 95,9%, in der Niere 2,2% bis 14,4%, in der Milz 0,6% bis 5,1% und in der
Lunge 0,2% bis 5,2% Wiederfindung der Summe der Organradioaktivitaten. Die Verteilung

innerhalb der Versuchsgruppen ist dargestellt in Tabelle 12. Hier zeigt sich eine Wiederfin-
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dung des weitaus Uberwiegenden Anteils der applizierten Radioaktivitat in der Leber, wéh-
rend Niere, Milz und Lunge in dieser Reihenfolge stark dagegen abfielen. Die Analyse mittels
Chi-Quadrat-Test ergab keine Abhédngigkeit der Faktoren "Organtyp" und "Versuchsgruppe"
voneinander (Chi-Quadrat nach Pearson-Signifikanz = 1,000), damit enthielten die Versuchs-

gruppen keine Unterschiede in der Verteilung der Radioaktivitatswiederfindung pro Organ.

Tabelle 11: Radioaktivitaten der kompletten Organe [Bq] (MW+SEM)

Leber Milz Niere Lunge Gesamt
[MBq]

Kontrolle |1741221+190463 |36820+6103 |147967+19018 |13860+1637 1,94

Ancrod | |2188563+165665 |45338+10058 |127657+16740 |10971+1863 2,37

Ancrod Il |2314691+196889 |50157+6604 |158727+17380 |15757+1433 2,54

Dextran 2243109£205961 |54530+14865 |112791+11093 |19025+4692 2,43

HES 2545769294370 |77017+15401 |149453+24070 |15529+3845 2,79

Hypoxie Il | 2288515+214251 (5524047022 |111167+18253 |15019+3365 2,47

Tabelle 12: Verhdltnis der Radioaktivitatswerte der kompletten Organe in den Versuchsgruppen

Leber [Milz [Niere [Lunge |Gesamt®
Kontrolle 89,3% |1,9% 8,0% 0,8% 100%
Ancrod | 92,2% |1,9% 5,5% 0,4% 100%
Ancrod 11 91,0% |1,9% 6,4% 0,7% 100%
Dextran 92,1% (2,2% 4,8% 0,8% 100%
HES 91,5% (2,7% 5,2% 0,5% 100%
Hypoxie 11 92,5% |2,2% 4,6% 0,6% 100%

%100 Prozent stehen fiir die Menge der in diesen vier Organen wiedergefundenen Radioaktivitat.
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Abbildung 40: Verhdltnis der Radioaktivitdt der kompletten Organe in den Versuchsgruppen

4.3.3 Wiederfindung der applizierten Radioaktivitat in den Organen

Zur Analyse der absoluten Wiederfindung in den Organen wurden die Radioaktivitdtsmengen
in den kompletten Organen auf die applizierte Radioaktivitatsdosis bezogen und als Mittel-
wert und SEM dargestellt, siehe Tabelle 13. In der Varianzanalyse fanden sich fiir die Leber
signifikante Unterschiede zwischen den Wiederfindungswerten einzelner Gruppen, siehe
Tabelle 14. Im LSD-Verfahren als post-hoc-Test differierten die Werte der Versuchsgruppen
Kontrolle und HES mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p=0,01, die Gruppen Kontrolle
und Hypoxie Il mit p=0,01 und die Gruppen Dextran und Hypoxie Il mit p=0,03, siehe
Tabelle 15. Es zeigte sich also, dass die Leber unter Hypoxie Il- und unter HES-Behandlung
einen signifikant hoheren Anteil der applizierten Radioaktivitat aufnahm als in der Kontroll-
gruppe. AuBerdem war der Anteil aufgenommener Radioaktivitdt in der Hypoxie 11-Gruppe
héher als in der Dextrangruppe.
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Tabelle 13: Wiedergefundener Anteil der applizierten Radioaktivitdtsdosis in den kompletten Organen
(MW+SEM), 1 = 100%

Leber Milz Niere Lunge

Kontrolle |0,322+0,035 |0,0074+0,001 |0,028+0,005 |0,003+0,000
Ancrod I |0,370+0,032 |0,007+0,001 |0,021+0,002 |0,002+0,000
Ancrod Il |0,397+0,029 |0,0094+0,001 |0,027+0,003 |0,003+0,000
Dextran 0,348+0,025 |0,009+0,002 |0,018+0,002 |0,003+0,001
HES 0,429+0,017 |0,013+0,002 |0,024+0,002 |0,002+0,001
Hypoxie Il |0,438+0,024 |0,011+0,001 |0,022+0,004 |0,003+0,001

Tabelle 14: Wiedergefundener Anteil der applizierten Radioaktivitétsdosis in den kompletten Organen
(MW=SEM): Vergleich je eines Organes zwischen den Versuchsgruppen mittels ANOVA. Irrtums-

wahrscheinlichkeit p; signifikante Ergebnisse sind markiert (*)

Organ P

Leber *0,04
Milz 0,16
Niere 0,19
Lunge 0,61

Tabelle 15: Irrtumswahrscheinlichkeit p im post hoc-Test LSD der Wiederfindungsunterschiede in der

Leber; signifikante Ergebnisse sind markiert (*)

Gruppe versus Gruppe P
Kontrolle < HES *0,01

Kontrolle < Hypoxie Il *0,01

Dextran <> Hypoxie Il *0,03

4.3.4 Wiederfindung der insgesamt applizierten Radioaktivitat im Blut und in den Organen

Zur Analyse der Wiederfindung der insgesamt applizierten Radioaktivitat wurden die MeRer-
gebnisse aus den Organproben und aus den Blutproben zum Versuchsende (t=180) beriick-
sichtigt. Die in den Organproben gemessene Radioaktivitat wurde auf die kompletten Organe

hochgerechnet, entlang der zerfallsbedingten Aktivitdtsabnahme auf den Zeitpunkt t=0 zum
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Versuchsbeginn extrapoliert und aus Leber, Milz, Niere und Lunge addiert. Die in den Blut-

abnahmen bei t=180 ermittelten Radioaktivitaten wurden auf das Blutvolumen der Tiere

hochgerechnet und ebenfalls auf den Zeitpunkt t=0 extrapoliert. Die Ergebnisse fiir Organe

und Blut wurden addiert und auf den applizierten Radioaktivitatsbolus bezogen. Die Be-

schreibung erfolgte nach Versuchsgruppen getrennt, vgl. Tabelle 16. Im Durchschnitt lieBen

sich in Blut und Organen ca. 62% der applizierten Radioaktivitat wiederfinden. Zur Ermitt-

lung von Gruppenunterschieden wurde auch hier eine ANOVA durchgefiihrt. Die Gruppe 2

(Hypoxie 1) wurde hiervon ausgenommen, da die Mehrzahl der enthaltenen Tiere das Ver-

suchsende von 180 Minuten nicht erreicht hatten. Die Levene-Statistik bestatigte die Homo-

genitat der Varianzen (p=0,79), die ANOVA ergab jedoch keinen signifikanten Unterschied

zwischen den Gruppen (p=0,06).

Tabelle 16: Anteil der in Blut und Organen wiedergefundenen Radioaktivitat an der applizierten Ra-

dioaktivitat (1 = 100%)

N MW + SEM
Kontrolle 6 | 0,540 £ 0,059
Ancrod | 7 | 0,576 £0,043
Ancrod 11 7 | 0,592 + 0,036
Dextran 6 | 0,687 +0,054
HES 6 | 0,646 0,040
Hypoxie Il | 6 | 0,716 + 0,021
Gesamt 38 | 0,624 +0,019
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5 Diskussion

5.1 Relevanz der Fragestellung

Das retikuloendotheliale System nimmt durch seine Funktion, kérperfremde oder dem Kérper
fremdgewordene Partikel zu phagozytieren, eine herausragende Stellung in der Aufrechterhal-
tung der makromolekularen und Selbst-Fremd-Homdostase ein [38]. Die Beeintréchtigung
der systemischen Klarfahigkeit und der Phagozytosekapazitdt des RES im Rahmen von
Trauma, Sepsis und Hamorrhagie hat eine fundamentale pathogenetische Bedeutung in der
Entwicklung des septischen Organversagens, welches nach wie vor durch eine hohe Mortali-
tat gekennzeichnet ist [39, 16]. Die SchluRfolgerung, die aus friiheren tierexperimentellen
Studien zur Bedeutung einer Einschrankung der RES-Funktion gezogen werden kann, betrifft
den eindeutig dokumentierten protektiven Effekt eines intakten retikuloendothelialen Systems
fur den Organismus im Sinne der Adaptation und Toleranzsteigerung gegentber verschiede-
nen schockausldsenden Mechanismen [10].

Eine Inkompetenz in der Erflllung dieser Aufgabe beinhaltet demnach eine pradiktive Aussa-
ge, deren Kenntnis fir den Intensivmediziner einen umso gréReren Stellenwert hat, als in zu-
nehmendem Mafe auch Mdglichkeiten zur Modulation der Immunfunktion zur Verfiigung
stehen.

Die Untersuchung des funktionellen Status des retikuloendothelialen Systems ist also von
vordringlichem Interesse. Zu diesem Zwecke wurde bereits eine Vielzahl von Methoden ver-
wendet, deren klinischer Routineeinsatz jedoch bisher an methodenimmanenten Faktoren wie
toxischen oder pathogenen Testsubstraten oder mangelnder Universalitat in der Darstellung
verschiedener RES-Beeinflussungen scheiterte.

Unter diesen Vorzeichen ist die Etablierung eines unkompliziert am Menschen durchfiihrba-
ren Monitoringverfahrens fiir den funktionalen Status des retikuloendothelialen Systems, wel-
ches reproduzierbare und valide Ergebnisse gewinnt, von grolem Interesse. Die sich aus ei-
nem solchen MeRverfahren ergebenden Mdglichkeiten kdnnten sowohl fir die klinische als
auch fir die theoretische Medizin neue Wege bereiten. Wegen der im Folgenden dargestell-
ten, vielversprechenden Eigenschaften der Substanz Nanocoll® wurde mit der vorliegenden
Studie ein erster entscheidender Schritt zur Untersuchung ihrer praktische Einsetzbarkeit

unternommen.
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5.2 Relevanz des Nanocoll®

Das humane Albumin-Derivat Nanocoll® weist VVoraussetzungen fir einen sinnvollen Einsatz

im Funktionsmonitoring auf.

Nanocoll® wird durch die Zellen des retikuloendothelialen Systems phagozytiert und
wurde mehrfach zur RES-Evaluation eingesetzt [32-35]. Als Makromolekiil, welches vom
Kdrper als zu kldrender Stoff identifiziert wird, entspricht es den in dieser Untersuchung
verwendeten, bekannterweise das RES kompromittierenden Substanzen (Kolloide, De-
fibrinierungsprodukte). Eine Elimination des Nanocoll® und der Stérsubstanzen (ber
unterschiedliche Mechanismen und eine dementsprechend eingeschrankte Aussagekraft
des Markers ist denkbar; in der oben zitierten Literatur finden sich hierauf keine
Hinweise. Vielmehr wird bei Clearancetests allgemein von einem reprasentativen
Stellenwert der Testsubstanz ausgegangen, sobald die oben genannten Attribute
(Makromolekl, durch das RES identifizierbar) erfillt sind. Wéhrend methodologisch
eine Konkretisierung dieser Ubertragbarkeit wiinschenswert ware, entspricht die
Annahme einer globalen Markergliltigkeit der globalen RES-Fahigkeit, verschiedenste
Substanzen zu eliminieren. Die Anreicherung des markierten Kolloides in entziindeten
Gewebearealen, im Knochenmark und in Lymphabstromgebieten ist bekannt und wird
diagnostisch genutzt [65, 66]. Diese Verhaltensweisen legen eine Aufnahme durch
phagozytierende Zellen nahe. Der differenzierte Verbleib intravaskuldr oder intradermal
bzw. interstitiell in den Organismus applizierten Nanocolls ist jedoch derzeit nicht unter-
Batdcoll® ist ein in der Diagnostik am Menschen bereits lange und routinemaBig
eingesetztes Diagnostikum [Leidenius, Estourgie], eine Unbedenklichkeit der Anwendung
wird dadurch stark unterstitzt [32, 66].

Nanocoll® wird aus menschlichem Albumin gewonnen; es ist auf Grund seiner dement-
sprechend geringen antigenen Eigenschaften — der jahrelangen klinischen Erfahrung ent-
sprechend — fiir den Einsatz im Menschen geeignet.

Nanocoll® wird als Produkt mit gut definierten, physikalischen Eigenschaften vertrieben,
welche eine gezielte Aussage zu spezifischen Aspekten der Phagozytose zulassen.
Nanocoll® ist fiir die Markierung mit **™Technetium (Pertechnetat) geeignet, einem kurz-
lebigen (Halbwertszeit 6 Stunden) Isotop, welches einfach herzustellen und dessen y-
Strahlung unaufwendig gemessen werden kann. Es wird klinisch in Dosierungen bis zu
einem Gigabequerel eingesetzt; da zum Zwecke der Clearancebestimmung jedoch nur Ge-

samtaktivitdtsmessungen von Proben und keine aufldsungsabhéngigen, zweidimensiona-
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len Szintigraphien durchgefiihrt werden, kann mit weit geringeren Radioaktivitéten gear-
beitet werden. Hierdurch werden der Patientenschutz verbessert und aufeinander folgende
Messungen mit steigenden Konzentrationen erméglicht.
Die Summe dieser Eigenschaften legt die Mdglichkeit einer Verwendung des Nanocoll® als
Instrument zur Messung der Phagozytosekompetenz der Zellen des retikuloendothelialen Sys-
tems nahe.
Nanocoll® wurde tierexperimentell bisher im Opossum [1], in der Maus und in der Ratte [33,
34, 35] eingesetzt. In dieser Studie wurde als Versuchsobjekt das Kaninchen gewdhlt, da es
den genannten Nagern im Sinne einer Ubertragbarkeit der Ergebnisse klassifikatorisch nahe
steht, prazise hdmodynamische Messungen erlaubt und gleichzeitig auf Grund seiner GroRe
wiederholte ausreichend grof3e Blutprobenabnahmen flr Blutgasanalysen und prézise szin-

tigraphische Radioaktivitatsmessungen ermdglicht.

5.3 Relevanz des Versuchskonzeptes

In der vorliegenden Arbeit wurde Nanocoll® unter Verwendung mathematisch objektivierba-
rer Methoden grofRer statistischer Reliabilitat auf seine Tauglichkeit Gberprift, die Phagozyto-
sekompetenz als Parameter der Funktionalitat des retikuloendothelialen Systems in verschie-
denen Settings abzubilden. Hierzu diente eine hochstandardisierte tierexperimentelle Ver-
suchsanordnung am andsthesierten Kaninchen, welche eine hohe Vergleichbarkeit der Unter-
suchungsergebnisse sowie post mortem-Betrachtungen erlaubt. Das verwendete Tiermodell
wurde bereits in einer Reihe von Studien erfolgreich eingesetzt, um mittels der Phagozytose
von Escherichia coli die Kinetik retikuloendothelialer Funktionalitdten unter verschiedenen
Beeinflussungen zu analysieren.

Die Analyse der Elimination radioaktiver Marker aus dem Blut zur Untersuchung der RES-
Funktion ist ein in einer Vielzahl von Studien verfolgter Ansatz (siehe auch die Ausfiihrungen
unter 5.4.1).

Untersucht wurden hier die Clearance des Nanocoll® aus dem peripheren Blut sowie seine
terminale Verteilung in den Organen Leber, Milz, Niere und Lunge unter den Bedingungen
der Hypoxie, der atypischen Defibrinierung durch die Protease Ancrod, sowie der Gabe der
kolloidalen Volumenersatzmittel Hydroxyethylstéarke und Dextran. Die Beeinflussung der
RES-Funktion durch Hypoxie, durch Kolloide und Gerinnungsstérungen mit subsequenter
RES-Beladung ist sowohl Kklinisch, als auch qualitativ und quantitativ bereits in einer Vielzahl
von Untersuchungen nachgewiesen worden. Es war zu erwarten, dass die Absattigung der

RES-Zellen durch Kolloide und Defibrinierungsprodukte oder die Funktionseinschrankung
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der Zellen unter Hypoxiebedingungen in einer verminderten Phagozytose des Nanocoll® und
damit einer herabgesetzten Elimination der Substanz aus dem Blut resultieren wiirden. Eben-
so war anzunehmen, dass sich die genannten Faktoren in der Organaufnahme des Markers
widerspiegeln wiirden.

Es wurde dementsprechend analysiert, ob Nanocoll im Verhalten bei Clearance und Organ-
verteilung diese Beeinflussungen in einem differentialdiagnostisch verwertbaren, ausreichend
starken Mal3e abbildet.

5.3.1 Hypoxie

Bei Durchsicht der vorhandenen Literatur kristallisiert sich die Gewebehypoxie als gemein-
same Endstrecke einer Vielzahl einwirkender Mechanismen und Ursache der zelluldr-
funktionellen Dysfunktion deutlich heraus.

Eine respiratorische Hypoxie durch Atmen eines Gasgemisches mit 13% Sauerstoff flihrt zu
temporér signifikant (p<0,001) erhéhten Endotoxinspiegeln durch Kompromittierung der
RES-Funktion und intestinale Bakterientranslokation [40]. Erhdhte Endotoxinspiegel produ-
zieren signifikante Verzdgerungen in der Clearance von E. coli aus dem Blut bei gleichzeitig
erhéhten Zahlen viabler Bakterien in Leber, Milz, Niere und Lunge [39]. Hypoxé&mie flhrt in
mannlichen Mdusen ohne Hypotension oder hdmorrhagischen Schock zu einer systemischen
Entziindungsantwort (SIRS, Systemic Inflammatory Response Syndrome) mit erhdhten Wer-
ten von Interleukin-6 und TNF-o. [41]. Bolusgaben von TNF verandern die Eliminationskine-
tik von Bakterien nicht ausgeprégt, fiihren aber zu bis zu 100-fach vermehrter Akkumulation
von Keimen in der Lunge [39]. Eine Gewebehypoxie durch Trauma und Hamorrhagie bewirkt
ein nachhaltige Depression der zelluldren Immunitat [61]. Auch ohne gleichzeitigen Blutver-
lust oder Hypotension fiihrt Hypoxie zur Ausschiittung inflammatorischer Zytokine [63]. Eine
durch Applikation von Noradrenalin induzierte ischdmische Gewebehypoxie zieht eine Beein-
trachtigung der Phagozytose- und Lyse-Funktion des RES mit erhdhten Werten verbleiben-
der, vitaler E. coli nach sich [4]. Wie in Studien, die das gleiche Tiermodell wie jenes in die-
ser Arbeit verwendeten, nachgewiesen werden konnte, filhrt eine Hypoxie mit arteriellen pO,-
Werten unter 40 mmHg zu einer stark kompromittierten Clearance von Escherichia coli aus
dem Blut, sowie zu stark erhthten Werten vitaler Bakterien in Leber, Milz, Niere und Lunge
[16, 10].

Die Hypoventilationshypoxamie stellt sich also als geeignetes Instrument zur Kompromittie-

rung zelluldrer Immunitét durch Gewebehypoxie dar.
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Bei der Durchflihrung dieser Studie zeigte sich, dass eine rein hypoventilatorische Hypoxie
einen ausgepragten Atemanreiz fir die Versuchstiere darstellt, der auch durch Vertiefung der
Anésthesie nicht behoben werden konnte. Die hierauf folgende respiratorische Erschépfung
fuhrte zu progredienter Hypotonie und vorzeitigem Tod bei sieben der neun Tiere der Gruppe
Hypoxie 1. Es wurde daher eine weitere, zusétzlich zur Hypoventilation neuromuskulér rela-
xierte Hypoxiegruppe aufgenommen (Hypoxie I1); in dieser Gruppe erreichten alle Tiere das

vorgesehene Versuchsende.

5.3.2 Defibrinierung

Im Rahmen des septischen Schocks entstehende Imbalancen zwischen den ansonsten in engen
Grenzen regulierten Inhibitoren und Aktivatoren der klassischen Kaskadensysteme (Kom-
plement-, Kallikrein-Kinin-, Gerinnungs- und fibrinolytisches System) koénnen zu unkontrol-
lierten Aktivierungen und einem erheblichem Anfall von Spaltprodukten fiihren, die vom
RES im Rahmen seiner protektiven Funktion aus dem Blut gekléart werden mussen [10, 42,
43]. Eine deutliche klinische Manifestation mangelnder Clearancekompetenz stellt das Sana-
relli-Shwartzman-Phdnomen als Resultat indirekter Defibrinierung dar [11]. Hierbei kommt
es nach zweimaliger Gerinnungsaktivierung durch Endotoxingabe im Abstand von 24 Stun-
den nach der zweiten Aktivierung wegen nicht mehr ausreichender Phagozytosekapazitat des
RES zu Fibrinausféallungen mit Gewebsnekrosen, z.B. in der Nierenrinde. Die intravendse
Applikation des Ancrod, eines Venoms aus dem Gift der malayischen Grubenotter, bewirkt,
wie die Injektion von Thrombin, auf enzymatischem Wege die Entstehung von Fibrinspalt-
produkten und fiihrt unter Abnahme des zirkulierenden Fibrinogens zu diffusen Thrombosie-
rungen [12].

In dem auch in dieser Arbeit verwendeten Tiermodell konnte bereits friiher nachgewiesen
werden, dass eine Defibrinierung mittels Ancrod zu stark verzdgerter und auch nach 180 Mi-
nuten nur inkompletter Elimination von E. coli aus dem Blut fiihrt. Gleichzeitig fanden sich
signifikant erhdhte Zahlen von Bakterien in Leber, Milz, Niere und Lunge [16, 10, 44].

Die Clearancerate markierten, mikroaggregierten Albumins im Hundemodell verminderte
sich durch Defibrinierung mit Defibrase®, einem dem Ancrod vergleichbaren, thrombinahn-
lichen Enzym aus dem Gift von Bothrops atrox signifikant [45].

Beide Ergebnisse wurden als Zeichen der Blockade des RES durch die Fibrinspaltprodukte
gewertet.

Eine weitere Studie konnte keinen Unterschied in der Elimination von Immunkomplexen zwi-

schen mit Ancrod vorbehandelten und unbehandelten Médusen nachweisen. Allerdings erfolg-
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te die Defibrinierung hierbei anders als bei den vorgenannten Untersuchungen nicht durch
intravendse, sondern durch intraperitoneale Injektion des Ancrod Uber einen Zeitraum von

sechs Tagen [46].

5.3.3 Kolloidaler Volumenersatz

Kolloidale Volumenersatzmittel stellen als korperfremde, intravasale Makromolekiile ein
Substrat fiir die Phagozytose durch die Zellen des RES dar. lhre Speicherung im RES wurde
von verschiedenen Autoren beschrieben [siehe 47].

(Anmerkung: Kolloide sind spezifiziert durch die Angabe von Konzentration/ Molekularge-

wicht in Kilodalton/ Substitutionsgrad.)

5.3.3.1 Hydroxyethylstarke

Die Beeinflussung der Funktion des RES durch HES wird in der Fachliteratur auf Grundlage
unterschiedlicher Untersuchungsergebnisse kontrovers beurteilt.

Die Gabe von 10 ml HES 6%/70/0,5 bzw. 6%/200/0,5 bzw. 6%/450/0,7 pro kg KG bewirkte
keine Beeintrachtigung der Phagozytose opsonisierter E. coli durch intravasale Monozyten
und neutrophile Granulozyten [48].

Die Infusion von 15 ml HES 6%/270/0,5 pro kg KG zeigte bei der Untersuchung mittels eines
Erythrozyten-Clearancetests, der vor allem den Milzanteil des RES erfaf3t, keine signifikante
Clearancebeeinflussung [49].

10 ml HES 6%/450/0,7 pro kg KG bewirkten im Lipofundin-Clearancetest keine Beeintrach-
tigung, sondern eine Steigerung der Phagozytosekapazitdt um 30%. Als Ursache fir dieses
Ergebnis wurde allerdings der Dilutionseffekt der Kolloidgabe in Betracht gezogen [38].
Histopathologisch fand sich in Ratten nach Gabe von 48 ml HES 4%/40 pro kg KG (ber vier
Tage eine Speicherung des Kolloids im endoplasmatischen Retikulum der retikuldren Zellen
in den zervikalen und inguinalen Lymphknoten. Zugrundegegangene Zellen fanden sich nicht
[47].

Die Infusion von 20 ml HES 6%/435/0,6, Dextran 10%/40 und Dextran 6%/70 pro kg KG
zeitigte verlangerte Clearancezeiten fiir radioaktiv markierte Erythrozyten und bewirkte eine
erhohte Toxizitat durch Salmonellen in Mdusen [9].

Nach Infusion von 60 ml einer nicht naher spezifizierten HES-Ldsung pro kg KG in Ratten
lieR sich weder in gesunden, noch in septischen (zoekale Ligatur und Punktion, CLP) Tieren
eine Beeinflussung der Clearance oder Organretention einer radioaktiv markierten Lipidemul-

sion im Vergleich mit der Infusion von isotoner Kochsalzlésung nachweisen [50].
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Nach Infusion von 20 und 40 ml HES 6%/450/0,7 pro kg KG in Mé&usen &nderte sich die
vaskulare Clearance von >*Chrom-markierten Schaferythrozyten nur wie in der Kontrollgrup-
pe, wahrend nach 80 ml HES pro kg KG zundchst wahrend 6 Stunden eine Verlangerung der
intravasalen Halbwertszeit und eine Halbierung der hepatischen Phagozytose gefunden wur-
de, gefolgt von einer Erholung der Clearanceleistung nach 24 Stunden und einer stimulierten
Leberphagozytose nach drei Tagen [51].

Zusammenfassend deutete die uneinheitliche Datenlage darauf hin, dass die in dieser Studie
vorgenommene intravendse Applikation von 60 ml HES 6% pro kg KG, einer Dosis an der
oberen Grenze der bisher unternommen Untersuchungen, dem Scheidepunkt zwischen durch
HES-Gabe nicht eingeschrankter und moglicherweise eingeschrankter RES-Funktion wahr-

scheinlich nahe kommt.

5.3.3.2 Dextran

Der Applikation von Dextranlosungen wird in der Literatur (iberwiegend eine die RES-
Phagozytosekompetenz beeintrachtigende Wirkung zugeschrieben.

Post mortem diagnostizierte exzessive Kolloidablagerungen in den RES-Zellen von Leber,
Milz und Lunge sowie in den Tubulusepithelien der Niere in einem 70 kg schweren Patienten
mit septischem Leber-, Nieren- und Lungenversagen unter Therapie mit 470 g Dextran 40
bzw. 70 und 420 g Hydroxyethylstarke 450/0,7 gaben Hinweise, dass Kolloide zu einem mul-
tifaktoriell bedingten Multiorganversagen beigetragen haben [52].

Histopathologisch fand sich in Ratten nach Gabe von 48 ml Dextran 4%/40 pro kg KG (ber
vier Tage eine Speicherung des Kolloids im endoplasmatischen Retikulum der retikuldren
Zellen in den zervikalen und inguinalen Lymphknoten. Zum Teil kam es durch exzessive
Dextranspeicherung zur Zellzerstérung [47].

Die Infusion von 20 ml Dextran 10%/40 und ebenso von 20 ml Dextran 6%/70 pro kg KG
zeitigte verlangerte Clearancezeiten fir radioaktiv markierte Erythrozyten und und erhdhte
Toxizitat durch Salmonellen im Mé&usen [9].

Nach Infusion von 500 ml Dextran war in gesunden Patienten die Phagozytose von markier-
tem, mikroaggregiertem Albumin als Testsubstanz signifikant eingeschrénkt [53].

Auf Grundlage dieser Ergebnisse war dementsprechend die Darstellung einer eingeschréankten
Phagozytosefunktion nach Dextrangabe zu erwarten.
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5.4 Ergebnisse

5.4.1 Nanocoll®-Clearance

Bei der graphischen Auswertung der Clearance des Nanocoll® aus dem Blut zeigte sich in
allen Versuchen ein gleichbleibendes, typisches Muster; dieses war charakterisiert durch ei-
nen initialen, steilen Abfall, und einen sich anschlieRenden, sanfter abnehmenden Kurvenver-
lauf,

Zur mathematischen Analyse des Verlaufes wurde zundchst eine Kurvenanpassung an eine
monoexponentielle Funktion durchgefiihrt. Die Exponentialfunktion als mathematische Be-
schreibung der Phagozytose im Blut zirkulierender Kolloide durch die Zellen des RES wurde
bereits in den 50er Jahren des letzten Jahrhunderts ausfiihrlich dokumentiert [18], und seitdem
in einer Vielzahl von Arbeiten aufgegriffen und den Clearanceinterpretationen zu Grunde
gelegt. Ausgewertet wird dabei tblicherweise die den exponentiellen Abfall unabhangig von
Absolutwerten beschreibende Konstante k (siehe Gleichung 1 in 4.2.1).

Bei den in der vorliegenden Untersuchung erhobenen Werten zeigte sich, dass sie in allen
Féllen durch diese von der Literatur tradierte Gleichung nicht mathematisch ausreichend pra-
zise beschrieben werden konnten. In der halblogarithmischen Auftragung ergab sich keine
Gerade, wie dies bei einer monoexponentiellen Funktion der Fall hatte sein missen. Vielmehr
imponierte ein deutlich auf zwei Geraden liegender, biphasischer Verlauf, der auf eine bino-
me bzw. biexponentielle Kurvenfunktion hindeutet (siehe beispielhaft Abbildung 32 und
Abbildung 33). Der Vollstandigkeit halber wurde eine statistische Untersuchung der Ergeb-
nisse der monoexponentiellen Kurvenanpassung mittels ANOVA durchgefihrt. In dieser er-

gaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen.

Als Fehlerquellen, die sich in den zu analysierenden Rohdaten niederschlagen kénnten, kom-
men zum einen Ungenauigkeiten bei der zeitlichen Prazision der Blutprobenentnahme in Fra-
ge; diese wurden mit grotmdoglicher Sorgfalt durchgefiihrt, Stérungen gab es keine. Deswei-
teren ist der Arbeitsablauf zur Radioaktivitatsbestimmung zu betrachten. Die Proben wurden
aus der A. carotis communis gewonnen, einem systemischen GefaRabschnitt maximaler Re-
prasentativitat in Bezug auf die Durchmischung des Blutes. Das Probenvolumen wurde mit
einer Prazisionspipette abgemessen. Quellen systematischer Fehler wurden von vorneherein
ausgeschlossen bzw. minimiert: Die Radioaktivitit der Proben befand sich durchgehend im

mittleren Zahlbereich des MeRinstruments, kalibrationstechnisch problematische Randberei-
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che kamen nicht zum Einsatz. Der 4rn-Effekt betraf alle Proben gleichermafen und wurde

durch das gewdhlte Probenvolumen minimiert.

Bei der Analyse der Daten auf die Mdglichkeit hin, sie durch polynome Funktionen mit unter-
schiedlicher Anzahl von Einzelfunktionen auszudriicken, zeigte sich, dass die MeRergebnisse
durch eine biexponentielle Funktion am besten dargestellt werden konnten: Die Anpassung
von zwei Geraden an die Punktemenge gelang graphisch in der halblogarithmischen Darstel-
lung. Eine triexponentielle Funktion konnte aus den erhobenen MeRwerten nicht etabliert
werden.

Die biexponentielle Funktion wurde durch Regression und Abschélen der zeitlich langer relevanten Funktion
und anschlieBender Analyse des verbleibenden, initialen Exponentialverlaufes aus den Kurvenverlaufen ge-
wonnen unter Verwendung einer ,rotierenden iterativen“ Prozedur (RIP, [36]).

Nach den von Dost, von Hattingberg und Brockmeier entwickelten mathematischen Analysen pharmakoki-
netischer Mehrkompartimenten-Systeme lassen sich aus den primér ermittelten beiden Nomen der biexpo-
nentiellen Kurvenfunktion Aussagen (iber das Gesamtsystem und ein diesem integrales zentrales Komparti-
ment machen (siehe Seite 36). Die Subtraktion dieser beiden voneinander definiert das periphere Komparti-
ment. Dabei werden tiber das Konzept der mittleren Verweildauer (mean transit time oder auch mean resi-
dence time, MT) eines Pharmakons in diesen Kompartimenten Aussagen uber die relativen VVolumina dieser
Kompartimente moglich [54, 55].

Bei der statistischen Auswertung der errechneten Parameter ergaben sich signifikante Unter-
schiede zwischen den Versuchsgruppen fir die mittleren Verweildauern des Nanocoll bezo-
gen auf die pharmakokinetischen Ausgangskompartimente 1 und 2 (MT1/MT,). Hierbei zeigte
sich, dass sich in der Gruppe mit hypoxischer Kreislaufsituation der Quotient der mittleren
Verweildauern der Ausgangsfunktion (MT1/MT,) gegeniiber der Kontrollgruppe vergréRRert
hatte, wahrend es nach zweitégiger Ancrod-Vorbehandlung vermindert war. Der Quotient
hatte sich in der Hypoxie 11-Gruppe gegeniiber der Ancrod I-Gruppe (8,6:1) sogar verdoppelt
auf 15,1:1.

In den Quotienten, welche das Verhaltnis der mittleren VVerweildauern in einem zentralen und
peripheren Kompartiment beschreiben (MTyo/MTper, MTpe/MTye, LOG(MTpe/MTye) und
MT,/MT.s) stellte sich dar, dass die Vorbehandlung mit zweitdgiger Defibrinierung (Anc-
rod 1) eine deutliche relative Verlangerung der mittleren Verweildauer im zentralen Kompar-
timent bewirkte, die nach eintdgiger Ancrodgabe weniger stark ausgepragt war. Dextrangabe
erzielte diese Wirkung nur ansatzweise, wahrend die Applikation von Hydroxyethylstarke
ohne deutliche Wirkung blieb und ein der Kontrollgruppe vergleichbares Ergebnis zeitigte.
Der EinfluB einer hypoxischen Situation unter Relaxierungsbedingungen verschob das Ver-

héltnis MT.,/MTe ebenfalls nach zentral, allerdings nur in einem der einfachen Defibrinie-
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rung (Ancrod I1) entsprechenden AusmaRB. Nach von Hattingberg [37] lassen sich diese Er-
gebnisse auch auf das Verhaltnis der VVolumina der Kompartimente tbertragen. Demzufolge
bewirkten die Defibrinierung und weniger die Hypoxie, kaum bzw. nicht aber die Gabe von
kolloidalen Volumenersatzmitteln eine relative Verkleinerung des peripheren Kompartimen-
tes. Dies entspricht den in Kapitel 5.3 wiedergegebenen Erkenntnissen, wonach sowohl der
unphysiologische Anfall von Mikropartikeln wie Defibrinierungsprodukten mit konsekutiver
Phagozytose und Beladung der retikuloendothelialen Zellen, als auch die hypoxische Dys-
funktion des retikuloendothelialen Systems zu einer herabgesetzten Kompetenz in der KI&-
rung weiterer auftretender Substanzen filhren kann. Demgegeniiber haben die kolloidalen
Volumenersatzmittel einen geringeren EinfluR auf die Klarfunktion. Die Applikation von
Hydroxyethylstarke 6%/200/0,5 in einer Dosierung von 60 ml pro kg KG konnte im hier ver-
wendeten Modell die oben aufgefiihrten Untersuchungen insofern reproduzieren, als eine re-
levante Beeinflussung der quantitativen Klarleistung des RES nicht gefunden wurde.

Die Gabe von rund 50 ml einer 6%igen Dextran 60-Ldsung pro kg KG lieR3, anders als in den
oben genannten vorangegangenen Studien, in dieser Untersuchung keinen deutlichen Effekt

ermitteln.

Die in dieser Untersuchung deutlich werdende Inkompetenz des tradierten monoexponentiel-
len Modells, die Ergebnisse mathematisch abzubilden, weist auf die Notwendigkeit weiterge-
hender pharmakokinetischer Uberlegungen bei der Analyse von Phagozytoseleistungen hin.
Obwohl schon 1970 auf die Mehrphasigkeit RES-bezogener Clearanceverldufe aufmerksam
gemacht wurde [2], ist auch im tberwiegenden Teil der danach erschienen Literatur eine Re-
duktion auf monokompartimentelle Betrachtungen festzustellen. Fur die Persistenz des mono-
exponentiellen Modells unter Ignorierung mehrkompartimenteller Erkenntnisse konnen in den
verdffentlichten Untersuchungen verschiedene Ursachen gefunden werden.

Zum einen kann die Vernachldssigung der frilhen Phase der Konzentrationsabnahmekurven
der Marker im Blut zu einem Ubersehen friiher, rasch abnehmender Verlaufe fiihren, welche
in der polynomen Exponentialfunktion als selbstandige Kinetik dargestellt werden miissten.
Ein Beispiel ist ein Probeentnahmeschema von 2, 30, 60, 90, 120 und 180 Minuten [9]. In
anderen Studien fallt die kleine Zahl von Probeentnahmen auf, welche die Analyse eines bi-
phasischen Clearanceverlaufes nicht erlaubt. Zum Beispiel werden nur 5 Probeentnahmen in
den ersten 15 Minuten bei 1,5, 3,5, 6,5, 10,5 und 15 Minuten [56, 57] oder vergleichbar 6
Probeentnahmen in 30 Minuten bei 3, 6, 9, 12, 15 und 30 Minuten [51] vorgenommen. Aller-
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dings werden auch bei scheinbar ausreichend vielen und engmaschigen MeRpunkten (1, 3, 5,
7, 10, 16, 30, 45 und 60 Minuten) zum Teil nur monoexponentielle Daten ermittelt [58].
Andere Arbeiten fiihren kompartimentelle Uberlegungen an und zeigen in den graphisch auf-
gefiihrten Clearancekurven entsprechende, biexponentiell verlaufende Daten, gehen aber
nicht néher auf eine mehrkompartimentelle Analyse ein [45].

Zum Teil wird in der Literatur bei offensichtlichem BewulRtsein des mehrphasigen Verlaufes
absichtlich nur der initiale, schnelle Konzentrationsabfall in die Analyse der Phagozytose-
kompetenz einbezogen [59]. Es scheint klarungsbedirftig, wie aussagekraftig beziehungswei-
se relevant der unter Nichtbeachtung der spateren Clearancephasen aus dem steilen Anfangs-
verlauf gewonnene monoexponentielle Phagozytoseindex k im Vergleich mit einer bi- oder

sogar polykompartimentellen Betrachtung ist.

Bei der biexponentiellen Analyse wird — wie oben beschrieben — eine Ubereinstimmung des
Verhaltens der rechnerisch ermittelten pharmakokinetischen Konstanten und den pathophysi-
ologischen Mechanismen der RES-Beeintrachtigung augenféllig. Es ist hervorzuheben, dass
allein auf dieser Basis keine funktionell-morphologischen Korrelationen angenommen wer-
den konnen. Die Ubertragung der pharmakokinetischen Kompartimente auf etwaige biologi-
sche Korrelate ist ohne Vorliegen weitergehender Informationen tber das pharmakokinetische
Verhalten der Substanz Nanocoll® im physiologischen Zustand nicht ohne Spekulation mog-
lich. Davon unberuhrt bleibt die Aussagekraft einer unter den kontrollierten Bedingungen des
Experiments auftretenden, situationsabhéngig differenzierenden, stetigen Verénderung eines
Merkmals, wie z.B. des GroRenverhéltnisses zweier rechnerischer Kompartimente; hier ergab
sich diese Verdnderung signifikant zum Beispiel im Vergleich der zentralen und peripheren
KompartimentgroRen der Gruppen Ancrod | und HES. Die verwendete Fallzahl wurde auf der
Grundlage von statistischen Erkenntnissen in vorhergehenden Untersuchungen dieses Mo-
dells gewahlt [4, 8, 10, 16, 39, 44]. Da in diesen Untersuchungen signifikante Ergebnisse er-
zielt worden waren, konnte eine vergleichbare Fallzahl fir die vorliegende Untersuchung als
geeignet angenommen werden; diese Erwartung wurde nicht erfiillt. Sollten weitergehende
Untersuchungen unter Verwendung groRerer Fallzahlen oder im Rahmen von Modifikationen
des Untersuchungsweges die dargestellten qualitativen Tendenzen weiter pointieren oder so-
gar auf ein quantitatives Niveau heben kdnnen, wére — auch ohne genaue Kenntnis eines
funktionell-morphologischen Korrelats, dessen Komplexitat derzeit schwer abzuschétzen ist —

ein Schritt hin zur Definition eines globalen Parameters der RES-Funktion getan.
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Insgesamt bleibt die im Rahmen dieser Untersuchung trotz aller prozessualen Sorgfalt aufge-
tretene Streuung der ermittelten Punktwerte diskutabel. Die Wertigkeit der Anpassung einer
biexponentiellen Funktion an die Messwerte, sowie die Aussagekraft der sich aus der weiter-
gehenden, komplexen pharmakokinetischen Analyse ergebenden, pathophysiologischen Imp-
likationen missen in diesem Zusammenhang gesehen werden. Auch hier konnte eine

VergroRerung der Stichprobe hilfreich sein.

5.4.2 Nanocoll®-Verteilung

Zur Erganzung der Clearanceanalysen wurde in diesem Tiermodell die Betrachtung des
Verbleibs der Radioaktivitat in den Hauptorganen des retikuloendothelialen Systems ange-
schlossen.

Die relative Verteilung der Aktivitatskonzentration (Bequerel pro Gramm Gewebe) zwischen
den Organen Leber, Milz, Niere und Lunge als Indiz fiir den Verbleib des Nanocoll® zeigte
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen. Allerdings lieR sich eine Tendenz zu
einem erhohten Nanocoll®-Verbleib in der Milz im Vergleich mit den Leberwerten unter
Hypoxiebedingungen feststellen.

Das Verhéltnis der Radioaktivitatswerte der kompletten Organe blieb in den Versuchsgruppen
und im Vergleich mit der Kontrollgruppe konstant.

Bei der Analyse der Wiederfindung der applizierten Radioaktivitatsdosis in den kompletten
Organen zeigten sich fir die Leber signifikante Unterschiede. So lagen die Wiederfindungs-
werte flr die Leber in der HES- und der Hypoxie I1-Gruppe signifikant hoher als in der Kon-
trollgruppe; aulerdem ergaben sich signifikant hohere Werte unter Hypoxie Il- als unter
Dextranbehandlung. Die Erhéhung der Wiederfindung in der Leber bei Hypoxie, unter Bela-
dung mit Fibrinspaltprodukten oder Komplementprodukten ist aus Vorstudien bekannt [39,
16, 10, 44]. Insgesamt ergibt sich hier jedoch ein sehr viel weniger differenziertes Bild.

Die Einheitlichkeit der in den einzelnen Geweben ermittelten Radioaktivitat spricht gegen
eine durch MeRungenauigkeiten hervorgerufene Entdiskrimination der Werte. Eine zu geringe
Beeinflussung der peripheren, gewebsstandigen retikuloendothelialen Funktion durch die Be-
handlungen der Versuchsgruppen ist denkbar. Allerdings flihrten in friiheren Untersuchungen
identische Beeinflussungen in dem gleichen wie auch in dieser Untersuchung verwendeten
Versuchsmodell zu deutlichen Verteilungsanderungen; sie zeigten, wie oben aufgefiihrt, zum
Beispiell unter Defibrinierung mittels Ancrod und unter Hypoxiebedingungen erhéhte Reten-

tionswerte von Escherichia coli in Leber, Milz, Niere und Lunge [16, 10, 44].
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Maoglicherweise kénnte eine Verdnderung der applizierten Nanocoll- oder Radioaktivitatsdo-
sis eine Verbesserung der Differenzierung zwischen Kontrollgruppe und Behandlungsgrup-
pen herbeifiihren [60] Des weiteren gelten auch hier die bereits unter Punkt 5.4.1 gemachten
Ausfuhrungen zur GroRe der gewdhlten Stichprobe. Eine Ausweitung der Fallzahl konnte

helfen, vorhandene Trends zu pointieren.

Generell augenfallig ist die Dominanz der Leber, die sich in allen drei Analysemodi zeigt: Im
Vergleich fand sich pro Gramm Lebergewebe soviel Radioaktivitat wie in drei Gramm der
anderen Organe zusammen. ErwartungsgemaR brachte die Einbeziehung der Organgewichte
eine weitere Verstarkung dieses Primates: Im Vergleich kompletter Organe speicherte die
Leber nach 3 Stunden Versuchszeit das 10- bis 100fache der Radioaktivitat der anderen Or-
gane; Die Leber nimmt damit rund 90% der in Leber, Milz, Niere und Lunge zusammen ge-
speicherten Radioaktivitdt auf, vgl. Abbildung 40. Diese Ergebnisse reflektieren, dass nach
Stand der Literatur 90% des retikuloendothelialen Systems von den von Kupfferschen Stern-

zellen der Leber gebildet werden [2].

Von grofRem Interesse ist verstandlicherweise der Transfer der tierexperimentell gewonnenen
Ergebnisse auf den klinisch relevanten Einsatz des Verfahrens im Menschen. Wegen poten-
tieller Risiken kdnnen aus ethischen Griinden keine représentativen Organgewebeproben nach
Nanocoll®-Applikation aus dem Menschen entnommen werden. Aus diesem Grund liegen
derzeit keine Erkenntnisse uber die Organverteilung des Nanocoll® im Menschen vor, die
einen direkten Vergleich mit den in dieser Untersuchung erworbenen erlauben wiirden. Be-
kannt sind vielmehr die Organdosen pro applizierter Radioaktivitat (in [uGy/MBq]), wie sie
mehrdimensional-szintigraphisch erhoben werden kénnen [64]. Dagegen macht das in vorlie-
gender Studie vorgestellte Verfahren Aussagen Uber die Relation der Radioaktivitaten pro
Organgewebemasse (in [MBg/kg]) zwischen den Organen. Es scheint lohnenswert zu unter-
suchen, inwieweit durch Einbeziehung nuklearmedizinisch-pharmakokinetischer Uberlegun-
gen eine direkte Ubertragbarkeit erreicht werden kann. Dabei ist es wichtig, die Méglichkeit
prinzipiell anderer Raffungscharakteristika fir Nanocoll® im Menschen im Vergleich zum
Kaninchen zu berucksichtigen. Vor einem klinischen Einsatz sind dementsprechende Unter-

suchungen durchzufiihren.
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5.5 Validitat des Modells

AbschlieRend ist die Gultigkeit des verwendeten tierexperimentellen Modells ex post zu dis-
kutieren.

Die szintigraphisch ermittelte Verteilung der Radioaktivitat in den Organen beschreibt den
Verbleib des ®™Technetiums. Mit diesem Marker wurde vor Versuchsbeginn das Nanocoll®
markiert, um nach der Radioaktivitatsmessung in einem zweiten Schritt von der Verteilung
des Technetiums auf die Lokalisation und Konzentration der Tragersubstanz Nanocoll® zu
schlieRen. Dabei ist eine Dissoziation des Markerelementes Technetium vom Protein prinzi-
piell vorstellbar. Gommans et al zeigten 2001, dass Nanocoll, welches unter Stickstoffschutz
mit einer Radioaktivitat von 2,5 MBg/pg **™Tc-markiert markiert wurde, nach 24 Stunden
erst zu 2,1% die Markierung verloren hat [67]. Die Dissoziation korrelierte dabei mit der
Konzentration der Markierung. Entsprechend diesen Ergebnissen ist zu erwarten, dass die
Dissoziation in der hier dargestellten Untersuchung, in welcher Konzentrationen von ca. 0,1
MBag/pg Nanocolloid eingesetzt wurden, noch geringer ausgefallen ist. Gleichzeitig verzerrt
die Protein-Marker-Dissoziation das Monitoring der Nanocoll®-Elimination aus dem Blut
und seiner Verteilung in den Organen gleichermalen. Es handelt sich also um einen systema-
tischen Fehler, der in zukinftigen Untersuchungen durch entsprechende Verfahren kontrol-
liert werden sollte. Winschenswert wdre auch eine Analyse des Dissoziationsgrades und sei-
ner Determinanten, inshesondere im Vergleich zwischen dem Verhalten im Versuchstier und

im Menschen.

Die Validitat des Modells muB auch im Hinblick auf den Anteil applizierten Radioaktivitét,
der in die auswertenden Berechnungen eingeht, diskutiert werden. Um diesen beurteilen zu
koénnen, wurden die insgesamt wiedergefundene Radioaktivitat und ihr Anteil am initial ver-
abreichten Bolus berechnet. Die bei Versuchsende noch blutstdndige Radioaktivitat und die in
den Organen Leber, Milz, Niere und Lunge wiedergefundene wurden mit der zu Versuchsbe-
ginn applizierten Radioaktivitat in Beziehung gesetzt; es zeigte sich, dass im Rahmen der in
dieser Versuchsreihe vorgenommenen Untersuchungen durchschnittlich rund 62% der ur-
springlich applizierten Radioaktivitit Berticksichtigung fanden. Bezogen auf die Ausschop-
fung durch die vier Zielorgane war diese Wiederfindung so konstant feststellbar, dass auch
die einzelnen Behandlungsgruppen hierin nicht signifikant differierten. Der Verbleib der rest-
lichen, durchschnittlich 38 Prozent applizierter Radioaktivitdt konnte im Rahmen des ver-

wendeten Modells nicht geklart werden. Die Interpretation der Nanocoll®-Elimination aus
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dem Blut wird hierdurch nicht beeinflusst. Das Ergebnis ist jedoch fur die Betrachtung der
Organverteilungen insofern von Relevanz, als es die Moglichkeit eréffnet, dass die Unter-
schiede zwischen den Versuchsgruppen potentiell nicht nur durch deren verschiedene Be-
handlungsregimes, sondern auflerdem durch weitere, unbekannte Variablen beeinflusst wor-
den sein kdnnten. In zukinftigen Studien ist diesem Umstand durch die Nachverfolgung der

Radioaktivitat in den ibrigen Kérpergeweben sowie im Urin Rechnung zu tragen.

5.6 Ausblick

Die in dieser Untersuchung gewonnen Resultate bringen die Notwendigkeit weiterer Studien
auf. Nanocoll® stellt sich als vielfach eingesetzte Substanz mit vorteilhaftem Nebenwir-
kungsprofil und erheblichem Potential in der RES-Untersuchung dar, das weitergehend aus-
zunutzen lohnenswert erscheint.

Es steht zu untersuchen, inwieweit sich die Aussagekraft des Versuchskonzeptes und die Dif-
ferenzierungsfahigkeit zwischen verschiedenen Beeinflussungen des RES verbessern laRt.
Hierbei ist an die Optimierung des Nanocoll®-Bolus in Hinblick auf Menge (Masse) und
Starke der radioaktiven Markierung zu denken [60, 35]. Unter dem Eindruck der erfolgten
bikompartimentellen Analyse liegt eine Optimierung der Zeitpunkte der Probeentnahme in
Hinblick auf die prézisere Anpassung einer bi- oder polyexponentiellen Funktion nahe. Inte-
ressant erscheint auch die Optimierung der Substanz Nanocoll® unter den molekularphysika-

lischen Aspekten der mittleren PartikelgréRe und der GroRenstreuung.

5.7 Fazit

Das ,,MeRinstrument* Nanocoll® ermdglichte in der vorliegenden Untersuchung eine mit den
in der Literatur vorhandenen Ergebnissen konforme Differenzierung der Einschrankung der
retikuloendothelialen Klarfunktion durch verschiedene Faktoren wie die Gabe von kolloida-
len Volumenersatzmitteln, die hypoxische Situation und die Defibrinierung. Dabei erbrachten
starke Beeinflussungen, wie hier durch Defibrinierung an zwei Zeitpunkten &hnlich der Er-
zeugung des Sanarelli-Shwartzman-Phanomens vorgenommen, signifikante Anderungen der
gemessenen pharmakokinetischen Parameter. Eine hypoxische Beeinflussung erbrachte keine
signifikant-quantitativen, jedoch erkennbare qualitative Unterschiede. Unspezifisch im Hin-
blick auf die vorliegende Beeinflussung blieben die Ergebnisse der Bestimmung des Nano-
collverbleibs in den Organen. Die Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf den Menschen bedarf
auf Grund physiologischer Unterschiede zum Tier und vorhandener ethischer Einschrankun-
gen einer weitergehenden pharmakokinetischen Analyse.
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6 Zusammenfassung

Funktionsstorungen der unspezifischen Immunabwehr gehen mit einer unzureichenden Elimi-
nierung von Fremdpartikeln und korpereigenen Proteinen einher. In der Folge dieses Klar-
versagens konnen die Substanzen eine systemische Entziindungsreaktion (SIRS, systemic
inflammatory response syndrome) hervorrufen oder verstarken. Damit spielt das Klarversagen
eine urséchliche Rolle in der Krankheitsentwicklung bei Sepsis-, Trauma- und Schockpatien-
ten. Dementsprechend wichtig und von klinischer wie theoretischer Relevanz ist die Kenntnis
der funktionalen Kompetenz des phagozytierenden Systems. Unter der Vielzahl von Untersu-
chungsansatzen hat sich jedoch bis heute noch kein Verfahren im Routinegebrauch etablieren
koénnen.

Nanocoll® ist ein humanes, **™Technetium-markiertes Albuminderivat, welches seine Ein-
setzbarkeit im Menschen unter anderem zur Lymphabstromszintigraphie bereits in breiter
klinischer Anwendung bewiesen hat und eine geringe Strahlenbelastung mit guter Handhab-
barkeit verbindet.

In der vorliegenden Studie wurde untersucht, inwieweit es moglich ist, mittels Nanocoll® die
Phagozytosefunktion des retikuloendothelialen Systems (RES) zu quantifizieren. Dazu wurde
die Hypothese aufgestellt, dass die Funktionseinschrankung des RES sich in einer verminder-
ten Elimination des Nanocoll® ausdriickt. Zur Untersuchung dessen wurde in einem standar-
disierten Kaninchenmodell der Organismus definierten Beeinflussungen durch respiratorische
Hypoxie und Partikelbelastung mittels Defibrinierung durch Ancrod und mittels der kolloida-
len Volumenersatzmittel Hydroxyethylstérke und Dextran ausgesetzt. Nach einer steady state-
Phase erfolgte die Applikation der Testsubstanz, deren Blutspiegel durch Radioaktivitédtsmes-
sungen in nach 2, 6, 10, 20, 30, 40, 60, 90, 120 und 180 Minuten vorgenommenen Probeent-
nahmen bestimmt wurde. Nach 180 Minuten Versuchsdauer wurden die Tiere getdtet und aus
Leber, Milz, Niere und Lunge Gewebeproben gewonnen, die ebenfalls szintigraphisch auf die
Menge enthaltener Radioaktivitat untersucht wurden.

Da die Berechnung eines Phagozytoseindex k aus einer monoexpoentiellen Kurvenanpassung,
wie in der Literatur vorbeschrieben, nicht mathematisch ausreichend prézise méglich war,
wurde die Anpassung einer biexponentiellen Funktion unternommen. Zu den mittels pharma-
kokinetischer Berechnungen gewonnenen Aussagen gehdren die vorbeschriebenen Resultate
einer Einschrankung der Eliminationskompetenz durch Blockierung der Zellen des RES nach
unphysiologischem Anfall von Defibrinierungsprodukten sowie bei hypoxischer Dysfunktion.

Die aufgestellten Hypothesen einer verlangsamten Nanocollelimination aus dem Blut und
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einer geringeren Wiederfindung der Substanz in den RES-Organen Leber, Milz, Niere und
Lunge unter RES-Kompromittierung wurde nur in Ansatzen bestatigt.

Bei der Untersuchung des Nanocollverbleibs in Leber, Milz, Niere und Lunge zeigte sich eine
erhéhte hepatische Wiederfindungsrate der Substanz unter Hypoxie und nach HES-Gabe im

Gegensatz zur Kontrollgruppe.

Nanocoll® erweist sich in dem dieser Studie zu Grunde liegenden Setting als eingeschrankt
kompetent, Unterschiede in der Reaktion der RES-Funktionalitat auf verschiedene Beeinflus-
sungen, wie Hypoxie und RES-Beladung, darzustellen; die Hypothese konnte nur einge-
schrankt bestétigt werden. Zur Bestétigung der hier gefundenen Tendenzen wéren Studien mit
héherer Fallzahl vonnoten.

Weitere Studien sind erforderlich, um zu Uberprifen, auf welchem Wege die Aussagekraft
einer RES-Untersuchung mittels Nanocoll® hin zu einer hoheren Sensitivitat und Differen-
zierungsfahigkeit zwischen verschiedenen Einfliissen verbessert werden kann. Ansatzpunkte
hierfir sind die Modifikation der Testdosis und des Versuchsablaufes zugunsten einer hohe-
ren Sensitivitat gegeniber bi- und polyexponentiellen Clearancekinetiken. Desweiteren ist die
Frage einer Optimierung des Nanocoll® im Hinblick auf die Differenzierung nach Molekiil-
gewichten und Molekulargewichtstreuung interessant.

Dies erscheint insbesondere lohnend und demzufolgend impulsgebend fiir die Pharmafor-
schung, da sich das Préparat in dieser wichtigen Anwendung mit minimaler Strahlenbelastung
als besonders geeignet flr schonende Untersuchungen im schwerkranken Patientengut dar-
stellt.

Voraussetzung fiir eine klinische Anwendung des Verfahrens sind weitere Analysen der U-
bertragbarkeit der Ergebnisse auf den Menschen.
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7 Abkirzungen

AP
Bqg
Cr
EC
HES
kg
KG
LSD

Arterieller Mitteldruck
Bequerel

Chrom

Escherichia coli
Hydroxyethylstarke
Kilogramm
Kdorpergewicht

Least Square Difference, post hoc-Test der Varianzanalyse

mmHg Millimeter Quecksilberséule, entsprechend Torr

MT per
MTyc
MTyss
NaCl
pCO;
pO2
RES
Tc

Mittlere Verweildauer im peripheren Kompartiment

Mittlere Verweildauer im zentralen Kompartiment

Mittlere Verweildauer im Gesamtsystem untere steady state-Bedingungen
Natriumchlorid

Kohlendioxid-Partialdruck

Sauerstoff-Partialdruck

Retikuloendotheliales System

Technetium
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