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1 Einleitung 1

1 Einleitung

Trotz zunehmender Etablierung der sogenannten “Off-Pump”-Technik in der
Koronarchirurgie, d.h. die chirurgische Myokardrevaskularisierung am schlagenden
Herzen unter Verzicht auf den Einsatz der Herz-Lungen-Maschine (HLM), werden bis
heute die meisten koronarchirurgischen Eingriffe mit Hilfe der extrakorporalen
Zirkulation (EKZ) durchgefiihrt.

Die koronare Bypassoperation ist die am héufigsten durchgefiihrte Operation in der
Herzchirurgie. Im Jahre 2004 wurden in Deutschland insgesamt 71.387 Patienten (47,33
% der Gesamtzahl aller herzchirurgischen Operationen) bei koronarer Herzkrankheit
operiert. Bei  67.216  Patienten (94,2 %) wurde die chirurgische
Myokardrevaskularisierung hierbei an der Herz-Lungen-Maschine (HLM) durchgefiihrt
[BRUCKENBERGER, 2004].

Die HLM wurde erstmalig zu Beginn der fiinfziger Jahre eingefiihrt und unterliegt
seitdem, aufgrund der bekannten unerwiinschten Nebenwirkungen fiir den Patienten,

einer stetigen Weiterentwicklung.

1.1 »Systemic Inflammatory Response Syndrome” (SIRS)

Zu den negativen Effekten der EKZ fiir den Patienten gehort u.a. die Ausbildung einer
komplexen systemischen inflammatorischen Reaktion, dem sogenannten “Systemic
Inflammatory Response Syndrome” (SIRS). Klinisch manifestiert das SIRS sich im
wesentlichen durch einen Abfall des GefiBitonus und des systemisch-vaskuldren
Widerstands mit konsekutiver perioperativer hdmodynamischer Instabilitdt. Weitere
durch das SIRS hervorgerufene Komplikationen sind postoperative myokardiale
Dysfunktion, Lungenfunktionsstérungen, Nieren- und Leberversagen,
Blutgerinnungsstorungen und auch  neurologische  Begleiterscheinungen.  Ein
ausgeprigtes SIRS kann zu einem Multiorganversagen fiihren [PAPARELLA et al.,
2002].



1 Einleitung 2

Die Ursache dieser inflammatorischen Reaktion ist multifaktoriell bedingt und liegt
hauptséchlich in der durch die Exposition des Patientenbluts mit der Fremdoberflidche des
Perfusionssystems hervorgerufenen zelluldren und humoralen Blutaktivierung. Zu den
Material unabhédngigen Faktoren, die ebenfalls zu der Entwicklung dieser komplexen
Entziindungsreaktion beitragen, zdhlen das chirurgische Gewebetrauma, die Ischdmie-
Reperfusion, die Hypothermie und die Translokation bakterieller Endotoxine
[PAPARELLA et al., 2002; WAN et al., 1997c; JANSEN et al., 1992].

Der Kontakt des Patientenbluts mit der Oberfliche des Perfusionssystems initiiert die
Aktivierung zelluldrer und humoraler Blutkomponenten mit der Freisetzung von
inflammatorischen Mediatoren dhnlich wie bei einer Sepsis. Die beim SIRS beobachtete
inflammatorische Reaktion beinhaltet u.a. die Aktivierung des Komplementsystems
[CHENOWETH et al., 1981], die Freisetzung von pro- und antiinflammatorischen
Zytokinen und die Aktivierung von Leukoyzten, Monozyten und Makrophagen.
Weiterhin ist das SIRS mit einer vermehrten Bildung von Adhésionsmolekiilen,

Sauerstoffradikalen und Stickstoffmonoxid (NO) vergesellschaftet [WAN et al., 1997c].

In Abbildung 1 sind einige der durch den kardiopulmonalen Bypass hervorgerufenen

inflammatorischen Prozesse schematisch dargestellt.
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Abb.1: Schematische Darstellung der Inflammationskaskade des SIRS [modifiziert nach
WAN et al., 1997¢].

1.1.1 Rolle der Zytokine

Die Oberfliche des Perfusionssystems verfiigt nicht iiber die physiologischen
Eigenschaften des Endothels und somit auch nicht iiber die Endothel vermittelte
Schutzfunktion, wie z.B. die Bildung physiologischer Inhibitoren. Diese fehlende
Inhibitorenproduktion der Perfusionssystemoberfliche fiihrt zur Formierung von
immunmodulierenden Komplementanaphylatoxinen [CHENOWETH et al.,, 1981],
welche u.a. die Synthese von Zytokinen induzieren [FISCHER et al., 1999]. Die
Zytokinsynthese kann abgesehen davon aber auch durch eine Reihe weiterer Faktoren
stimuliert werden, wie der Ischdmie—Reperfusion [SHARMA et al.,, 2003], der
Anwesenheit von Endotoxinen oder auch durch andere Zytokine. Als primére Quelle der

Zytokinausschiittung werden hierbei Leukozyten angesehen, jedoch konnen auch
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aktivierte Endothelzellen [MANTOVANI et al., 1997], Thrombozyten [SOSLAU et al.,
1997] und auch Zellen des Myokards [KAPADIA et al., 1995] Zytokine sezernieren. Die
Rolle der Zytokine, bei der nach kardiopulmonalem Bypass beobachteten systemischen
inflammatorischen Reaktion, wurde bereits ausgiebig untersucht [WAN et al., 1997c;
STEINBERG et al, 1993; WEI et al, 2001]. Hohe Konzentrationen
proinflammatorischer Zytokine nach herzchirurgischen Eingriffen sind hierbei mit
perioperativer kardialer Dysfunktion und hdmodynamischer Instabilitdt assoziiert [CAIN

etal., 1999; DENG et al., 1996].

In der Pathogenese der perioperativen himodynamischen Instabilitit nach Eingriffen an
der HLM ist das proinflammatorische Zytokin Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-a) von
besonderer Bedeutung. TNF-o wird hauptsdchlich in Monozyten, Makrophagen,
Lymphozyten, Endothelzellen und glatten Muskelzellen produziert und kommt in einer
Zellmembran gebundenen und einer l6slichen Form vor [VILCEK und LEE, 1991]. Die
vielfdltigen biologischen Effekte von TNF-a werden iiber die Interaktion mit zwei
verschiedenen spezifischen TNF-a Rezeptoren vermittelt. Beide Rezeptorentypen
konnten sowohl in einer Membran stdndigen als auch in einer 19slichen Form identifiziert
werden, wobei die 16sliche Form regulativ auf die biologische Verfiigbarkeit des TNF-a
wirkt [ADERKA, 1996]. Neben den Effekten auf die Differenzierung und Proliferation
von Zellen ist TNF-a vorwiegend fiir seine proinflammatorischen Eigenschaften bekannt.
TNF-a aktiviert u.a. neutrophile Granulozyten und Endothelzellen und stimuliert die
Sekretion weiterer Mediatoren wie Interleukin-1 und Interleukin-6 [KOLLIAS et al.,
1999]. Nach herzchirurgischen Eingriffen an der HLM ist TNF-a in gesteigerten
Konzentrationen im Plasma nachweisbar, und die erhohte Freisetzung von TNF-a wird
u.a. begleitet von einer postoperativen myokardialen Dysfunktion [CAIN et al., 1999].
Dartiberhinaus ist TNF-a involviert bei der Entstehung eines postoperativen Kapillarlecks
insbesondere der Pulmonalgefidle [WORRALL et al., 1997] und trégt somit auch zu der

Entwicklung von postoperativen Oxygenierungsstorungen bei.



1 Einleitung 5

Die proinflammatorischen Effekte der Zytokine werden zumindest teilweise durch die
regulativen Eigenschaften des antiinflammatorischen Zytokins IL-10 antagonisiert, und
die Balance zwischen pro- und antiinflammatorischer Aktivitét ist determinierend fiir das
AusmaBl der Inflammation [DONNELLY et al., 1995]. IL-10 moduliert die
Monozyten/Makrophagenfunktion und supprimiert die Ausschiittung verschiedener
inflammatorischer Mediatoren wie IL-1, IL-6, IL-8 und TNF-o [FIORENTINO et al.,
1991]. Weiterhin vermag IL-10 die Konzentration des loslichen TNF-a Rezeptors zu
erhohen [LEEUWENBERG et al., 1994]. Die antiinflammatorischen Eigenschaften von
IL-10 haben protektive Effekte auf verschiedene Organsysteme, z.B. auf die myokardiale
Funktion nach Ischdmie-Reperfusionstrauma. Die Rekrutierung aktivierter Leukoyzten in
die Infarktzone erfolgt hierbei durch die Interaktion leukozytirer und endothelialer
Adhésionsmolekiile und ist in Anwesenheit von IL-10 vermindert [JONES et al., 2001].
IL-10 verfiigt auch iiber antiinflammatorische Effekte in der Lunge indem es die

intrapulmonale TNF-a Produktion supprimiert [ ARMSTRONG et al., 1996].

Die Konzentration des antiinflammtorischen Zytokins Interleukin-10 (IL-10) ist nach
herzchirurgischen Operationen am kardiopulmonalen Bypass gesteigert [WEI et al.,

2001].

1.1.2 Rolle der Adhisionsmolekiile

Eine weitere Gruppe inflammatorischer Proteine, die bei der Entstehung der
postoperativen Komplikationen nach kardiopulmonalem Bypass von Bedeutung sind, ist
die Familie der Adhisionsmolekiile. Diese Molekiile vermitteln die Anlagerung von
Leukozyten und Thrombozyten an Endothelzellen und werden als Markerproteine einer
zelluldren Aktivierung angesehen. In der vorliegenden Studie wurde das 16sliche P-
Selektin gemessen. P-Selektin wird in den Weibel-Palade Kdrperchen in Endothelzellen

und den a-Granulae in Thrombozyten produziert und kann innerhalb von Minuten durch
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verschiedene inflammatorische Faktoren, wie z. B. TNF-a und thrombogene Stimuli an
die Zelloberfliche mobilisiert werden [TEDDER et al, 1995].

Das Adhéasionsmolekiil P-Selektin ist fiir das ,,Rollen” und die ,,Anbindung” von
Leukozyten entlang dem Endothel (,,Rolling and Tethering”) und schlieBlich die
Formation von Thromben verantwortlich. Diese Effekte werden durch Bindung an ein
spezifisches Glykoprotein (P-Selektin Glykoproteinligand-1) vermittelt [TEDDER et al.,
1995]. Die durch P-Selektin vermittelte Formation von Leukozyten-Thrombozyten-
Aggregaten in Zusammenhang mit einer reduzierten NO-Freisetzung aus Endothelzellen
kann zu Obstruktionen in der Mikrozirkulation fithren [ZAHLER et al., 1999].

Erhohte Konzentrationen von P-Selektin wurden bei Patienten nach Operationen am
kardiopulmonalen Bypass gemessen [ WILDHIRT et al., 2001; BLUME et al., 1997]. Die
Autoren Hayashi et al. konnten die Rolle des P-Selektin bei der durch kardiopulmonalen
Bypass induzierten systemischen Inflammation zeigen: Die Antagonisierung von P-
Selektin fiihrt hierbei zu einer Reduktion der Zytokinausschiittung und zeigt
dariiberhinaus einen protektiven Effekt auf die Lungenfunktion [HAYASHI et al.,
2000a]. Niedrige P-Selektin Plasmakonzentrationen dagegen vermindern die Interaktion
von Endothelzellen mit Leukozyten und Thrombozyten und wirken sowohl einer
erhohten Thrombogenitidt entgegen als auch protektiv auf die Regulation der

Mikrozirkulation [LORANT et al., 1993].

1.1.3 Rolle von Stickstoffmonoxid (NO)

Stickstoffmonoxid (NO) ist neben seiner vielfdltigen biologischen Funktionen auch in der
Pathophysiologie des SIRS involviert. NO ist gekennzeichnet durch eine sehr kurze
Halbwertzeit und wird nach Freisetzung rasch zu Nitrat und schlieBlich Nitrit
umgewandelt [RODEBERG et al., 1995]. Die Bildung von NO wird von dem Enzym
NO-Synthase (NOS) katalysiert. Unter physiologischen Bedingungen wird NO
konstitutiv von der Calcium abhingigen NOS (cNOS) in Endothelzellen produziert und

ist nicht nur ein potenter endogener Regulator des Gefdfitonus, sondern hemmt auch die
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Thrombusformation durch seine inhibierenden Eigenschaften auf die Adhision von
Leukozyten und Thrombozyten an das Endothel [MEHTA, 1995]. Nach Ischimie-
Reperfusion ist die NO-Freisetzung durch die ¢cNOS vermindert [ENGELMAN et al.,
1995]. Bei Vorliegen einer systemischen Inflammation wird NO jedoch in hohen
Konzentrationen auch in glatten Muskelzellen, neutrophilen Granulozyten, Monozyten
und Kardiomyozyten von der induzierbaren Isoform der NOS, der Calcium unabhéngigen
induzierbaren NOS (iNOS), synthetisiert. Die Aktivitdt der induzierbaren Form der NOS
unterliegt dabei teilweise der Regulation durch proinflammatorische Zytokine [SHINDO
et al, 1995]. Die Freisetzung von NO ist wihrend und nach Operationen am
kardiopulmonalen Bypass erhoht [RUVOLO et al., 1994]. Das hierbei hauptsiachlich von
der induzierbaren NO-Synthase in gro3en Mengen produzierte NO ist verantwortlich fiir
eine Gefdfrelaxation und verminderte Empfindlichkeit gegeniiber vasokonstriktorischen
Substanzen [JULOU-SCHAEFFER et al., 1990] und ist beteiligt an der Ausbildung eines
Kapillarlecks mit konsekutiver Odemneigung [PAPARELLA et al., 2002]. Weiterhin
spielt iNOS eine Rolle in der Pathophysiologie des myokardialen ,,Stunning” [OY AMA
et al,, 1998]. NO ist ein Molekiil mit groBer Reaktionsfreudigkeit und reagiert mit
Superoxidanion zu Peroxynitrit, welches ebenfalls nach CPB in erhohten
Konzentrationen auftritt und zu der Ausbildung eines SIRS beitrdgt [HAYASHI et al.,
2004b].

1.2 Biokompatibilitit der extrakorporalen Zirkulation

Die durch den kardiopulmonalen Bypass verursachte komplexe inflammatorische
Kaskade kann postoperativ zu der Ausbildung eines klinisch manifesten SIRS fiihren.
Das Vollbild des SIRS wird im wesentlichen geprigt durch katecholaminpflichtige
Vasodilatation und myokardiale Dysfunktion, Lungenfunktionsstéorungen, aber auch
durch Funktionsstorungen der Niere, der Leber und der Blutgerinnung. Aufgrund der
klinischen Relevanz des SIRS nach herzchirurgischen Eingriffen besteht das Bemiihen

die Vertraglichkeit des kardiopulmonalen Bypass fiir den Patienten zu verbessern.
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Der Kontakt von Blut mit synthetischen Oberflichen bewirkt die Ablagerung von
Plasmaproteinen wie Albumin, Fibrinogen, Immunglobulinen, Gerinnungsfaktoren und
Faktoren des Komplementsystems. Letztendlich fiihrt die Absorption der Plasmaproteine
zu einer Reihe von verschiedenen Prozessen wie Thrombozyten- und
Leukozytenaktivierung, Aktivierung des Komplementsystems und Freisetzung
verschiedener Entziindungsmediatoren.

Eine Moglichkeit die Vertrdglichkeit medizinischer Produkte die mit Blut in Kontakt
kommen zu verbessern, besteht in der Modifikation der inneren Oberfliche dieser
Systeme. Das Ziel der Oberflichenmodifikation ist die im Patienten hervorgerufene
Immunreaktion zu mildern und somit die Biokompatibilitdt zu verbessern. Der Begriff
,Biokompatibilitdt” beschreibt hierbei inwiefern der Organismus die kiinstliche
Oberflache des Perfusionssystems als Fremdoberfliche erkennt und darauf mit der

Ausbildung einer unspezifischen Immunantwort reagiert.

1.3  Beschichtungen extrakorporaler Zirkulationssysteme in der Herzchirurgie

Die Beschichtung der inneren Oberfliche von Perfusionssystemen mit immobilisierten
Heparinmolekiilen verfiigt neben den antikoagulatorischen Effekten auch iiber weitere
glinstige  biochemische  Eigenschaften, wie z.B. der Hemmung der
Komplementaktivierung in Verbindung mit einer reduzierten Leukozytenaktivierung
[MOEN et al., 1997, FUKUTOMI et al.,, 1996]. Des Weiteren wird durch die
Heparinbeschichtung die Ausschiittung inflammatorischer Mediatoren, wie TNF-a
[YAMADA et al., 1996], IL-6 und IL-10 [GIOMARELLI et al., 2000] signifikant
reduziert. Weitere in der Herzchirurgie verwendete Oberflichen modifizierte
Perfusionssysteme sind Beschichtungen mit Poly-2-Methoxyethylacrylat [[ZUHA et al.,
2005] und Phosphorylcholin [DE SOMER et al., 2000b].
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1.3.1 Phosphorylcholinbeschichtung

Ein neuer Ansatz die Biokompatibilitit der EKZ zu verbessern besteht in dem Versuch,
durch die Applikation von Phosphorylcholin (PC) auf die innere Oberfliche von
Perfusionssystemen, die Eigenschaften der physiologischen dufleren Zellmembran zu
imitieren. Hauptbestandteil der physiologischen Biomembran ist das Phospholipid
Phosphatidylcholin. Phosphorylcholin bildet hierbei das duBerste Endteil der
Phosphatidylcholine. Phospholipidmolekiile bestehen aus einem hydrophilen Kopf und
einem hydrophoben Schwanz und sind in Biomembranen in einer Doppelschicht
angeordnet. Negativ geladene Phospholipidmolekiile priddominieren auf der inneren
zytoplasmatischen Seite, wéhrend die neutralen zwitterionischen
phosphorylcholinhaltigen Lipide vornehmlich in der duBleren Schicht der Membran zu
finden sind [ZWAAL und HEMKER, 1982]. Der Hauptunterschied zwischen innerer und
duBerer Membranseite besteht in der chemischen Zusammensetzung der Endgruppen der
Phospholipide. Die Endgruppe Phosphorylserin findet sich vornehmlich in der
zytoplasmatischen Membranschicht, Phosphorylcholin dagegen in der dem Blut
zugewandten Seite der Membran. Die in dieser Form dicht angeordneten Phospholipide
weisen nur geringe Interaktionen mit anderen Proteinen und Zellen auf [SCHERPHOF et
al., 1983]. Der Aufbau der physiologischen doppelschichtigen Biomembran ist in
Abbildung 2 dargestellt.
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AUSSERE ZELLMEMBRAN Protein Phosphorylcholin

INNERE ZELLMEMBRAN Phosphorylserin Phospholipiddoppelschicht

Abb. 2: Die Abbildung zeigt schematisch den physiologischen Aufbau der Biomembran.
Die Phospholipidmolekiile sind in einer Doppelschicht angeordnet, wobei die
hydrophilen Anteile der Phospholipidmolekiile nach auf3en und die hydrophoben Anteile
nach innen gerichtet sind. Phosphorycholinhaltige Phospholipide dominieren in der
duferen Schicht, wihrend in der inneren Schicht vorwiegend phosphorylserinhaltige

Phospholipide zu finden sind.

Die Beschichtung der inneren Oberfliche mit Phosphorylcholin von extrakorporalen
Perfusiossystemen wurde bereits erfolgreich klinisch eingesetzt. De Somer et al. konnten
bei der Verwendung einer phosphorylcholinbeschichteten extrakorporalen Zirkulation
giinstige Effekte auf die Thrombozytenaktivierung, klinisch reprisentiert durch sowohl
verminderten Blutverlust als auch ein geringeres Auftreten thrombembolischer
Komplikationen, feststellen [DE SOMER et al., 2000b; DE SOMER et al, 2002c; DE
SOMER et al. 2002d]. Die Phospholipidbeschichtung ist weiterhin mit einer geminderten
Aktivierung des Komplementsystems assoziiert [DE SOMER et al., 1999a].
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Bei dem in dieser Arbeit verwendeten PC-beschichteten System ist die gesamte innere
Oberfache bezogen mit einem gleichmiBigen PC-haltigen Film, welcher den direkten

Kontakt mit dem unphysiologischen Grundmaterial des Perfusionssystems verhindert.

1.4  Zielsetzung

Der kardiopulmonale Bypass bei herzchirurgischen Eingriffen ist durch die
Fremdoberflachen induzierte inflammatorische Reaktion mit einer Reihe von moglichen
Komplikationen verbunden. Die Beschichtung von Perfusionssystemen mit
Phosphorylcholin imitiert die &duBere Seite der physiologischen Biomembran und
verbessert dadurch die Biokompatibilitit der extrakorporalen Zirkulation.

In der vorliegenden Arbeit wurde bei Patienten mit koronarchirurgischen Eingriffen am
kardiopulmonalen Bypass anhand der Bestimmung verschiedener inflammatorischer
Parameter untersucht, ob die Verwendung eines phosphorylcholinbeschichteten
Perfusionssystems zu einer reduzierten inflammatorischen Reaktion fithrt im Vergleich
zu Patienten die unter Standardbedingungen mit einem unbeschichteten System operiert

wurden.
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2 Material und Methoden

2.1 Patientenrekrutierung

Zwischen  August 2000 und April 2001 wurden nach schriftlicher
Einverstindniserkldrung 36 Patienten mit koronarer Herzerkrankung unterschiedlichen
Schweregrads prospektiv in die Studie eingeschlossen. Diese Patienten wurden
aufgenommen und koronarchirurgisch am kardiopulmonalen Bypass operiert in der

Herzchirurgischen Klinik und Poliklinik, Ludwig-Maximilians-Universitét, Miinchen.

2.2 Einschlusskriterien

Es wurden Patienten mit isolierter koronarer Herzkrankheit zur konventionellen elektiven
aortokoronaren Bypassoperation am kardiopulmonalen Bypass in die Studie

eingeschlossen.

2.3 Ausschlusskriterien

e Patienten mit Kombinationseingriffen

e wiederholte Operation am Herzen

e cingeschriankte Nierenfunktion (Serumkreatinin > 1,6 mg/dl)
e cingeschrinkte Leberfunktion

e Diabetes mellitus

e akute Infektion

e anamnestisch chronisch inflammatorische Erkrankung
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24 Gruppeneinteilung

Die Patienten wurden in zwei Gruppen randomisiert:

e Phosphorylcholin (PC)-Gruppe
e Kontrollgruppe

Patienten der PC-Gruppe (n=18) wurden koronarchirurgisch versorgt unter der
Verwendung eines phosphorylcholinbeschichteten Systems (Stockert Instrumente,
Miinchen). Die Patienten der Kontrollgruppe (n=18) wurden unter Verwendung eines

unbeschichteten in allen anderen Merkmalen aber identischen Systems operiert.

2.5  Aufbau der Herz-Lungen-Maschine

In beiden Gruppen bestand das System der extrakorporalen Zirkulation aus einem
Membranoxygenator, einem Kardiotomiereservoir, einem Schlauchsystem aus
Polyvinylchlorid und dem arteriellen Filter. Das System wurde initial mit ca. 1200 ml

kristalloider Losung befiillt.

Das  Schlauchsystem  der  PC-beschichteten  extrakorporalen  Zirkulation
(,,phosphorylcholine inert surface system* (ph.i.s.i.0), Stockert Instrumente, Miinchen)
bestand ebenso wie das unbeschichtete System aus Polyvinylchlorid. Die gesamte innere
Oberfliache dieses Systems ist mit einem Film aus Phosphorylcholin beschichtet. Die
beschichteten Anteile des Systems setzen sich aus den arteriellen und vendsen Kaniilen,

der Kardioplegieleitung, den Filtern und dem Membranoxygenator zusammen.
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Die gesamte innere Oberfldche des hier verwendeten Perfusionssystems ist gleichmifBig
mit einem Film bildenden Polymer, bestehend aus einer Polymethylmethacrylatkette mit
PhosphorylcholinauBBengruppen, liberzogen.

In Abbildung 3 ist die PC-Beschichtung schematisch dargestellt.

AUSSERE OBERFLACHE

INNERE OBERFLACHE Phosphorylcholinmolekiile

Abb. 3: Schematische Darstellung der PC-Beschichtung.

2.6  Anisthesiologisches und chirurgisches Vorgehen

Die Induktion der Anésthesie erfolgte in beiden Patientengruppen mit Propofol und
Atracurium. Die Patienten wurden orotracheal intubiert, beatmet und in Riickenlage auf
dem Operationstisch gelagert. Der Thorax wurde iiber eine mediane Sternotomie erdftnet.
Danach wurden die linke Arteria mammaria und gleichzeitig, sofern indiziert, die Vena
saphena magna fiir die weiteren Bypassgrafts prédpariert. Nach Beendigung der
Priparation der Arteria mammaria sinistra wurde das Perikard erdffnet und der rechte
Vorhof und die Aorta kaniiliert. Eine systemische Heparinisierung wurde durch die Gabe
von 400 IE/kg Heparin erreicht und die ,,Activated Clotting Time” (ACT) wurde fiir die
Dauer der Operation am kardiopulmonalen Bypass bei > 400 sec gehalten. Der

kardiopulmonale Bypass wurde initiiert mit einem nicht pulsatilen Fluss mit einer
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Flussrate von 2,4 /min/m?. Die Aorta wurde proximal der Kaniilierung abgeklemmt und
ca. 600-700 ml Kardioplegielosung (Custodiol, Dr. Franz Kohler Chemie, Alsbach-
Hahnlein) wurde iiber die Aortenwurzel instilliert. Die Operation erfolgte in moderater
Hypothermie (34 °C). Zunéchst wurden die distalen Anastomosen genéht. AnschlieBend
wurde die Aortenklemme entfernt und die proximalen Anastomosen an der partiell
ausgeklemmtem Aorta konstruiert. Die vendse und arterielle Kaniile wurden nach
Entwéhnung vom kardiopulmonalen Bypass entfernt und die systemische

Heparinisierung wurde durch die Gabe von Protamin antagonisiert.

2.7  Blutprobengewinnung

Alle Blutproben wurden iiber einen zentralen Venenkatheter gewonnen, sofort nach
Gewinnung bei 3000 g fiir 10 min zentrifugiert, und der Plasmaiiberstand wurde
abpipettiert. Die Plasmaproben wurden dann in fliissigem Stickstoff gefroren und bis zur
weiteren Verarbeitung bei -80°C aufbewahrt.

Die Proben wurden zu folgenden Zeitpunkten gewonnen:

30 min vor Hautschnitt

2 h postoperativ

24 h postoperativ

48 h postoperativ

2.8 Klinische Parameter

Prioperativ wurden das Alter, das Geschlecht, die Korpergro3e und das Korpergewicht,
die prioperative Ejektionsfraktion, Kreatininkonzentration und Risikofaktoren fiir die

koronare Herzerkrankung erfasst. Zu den intraoperativ gewonnen Daten zdhlen die
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kardiopulmonale Bypasszeit, aortale Klemmzeit und die Anzahl der arteriellen bzw.
vendsen Bypassgrafts. Im  postoperativen Verlauf wurden Leukozytenzahl,
Thrombozytenzahl, Himatokrit, Creatinkinase, Drainagemenge, Gabe von Blutprodukten
und Katecholaminen, Zeitpunkt der Extubation und Aufenthaltsdauer auf der

Intensivstation aufgezeichnet.

2.9 Biochemische Parameter

Es wurden die Plasmakonzentrationen von TNF—a, P-Selektin, IL-10 und Nitrat/Nitrit

(NOx) im perioperativen Verlauf bestimmt.

2.9.1 Bestimmung von TNF-alpha, P-Selektin und IL-10

Die Zytokine IL-10 und TNF-a und die l16sliche Form des Adhésionsmolekiils P-Selektin
wurden mittels ,,Enzyme-Linked Immunoabsorbent Assay” (R&D Systems, Wiesbaden)
gemessen. Die Plasmakonzentrationen von IL-10, TNF-a und P-Selektin wurde anhand

der jeweiligen Standardkurve ermittelt.

TNF-a

Die vom Hersteller bereit gestellten Mikrotiterplatten sind beschichtet mit einem murinen
monoklonalen Antikdrper gegen TNF-a. Nach Pipettierung von 50 ul Assaypuffer und
Zugabe von 200 pl der Standards und Patientenproben in die Probenficher wurden die
Mikrotiterplatten fiir zwei Stunden bei Raumtemperatur (RT) inkubiert, um alle
vorhandenen TNF-a Molekiile durch den immobilisierten Antikérper zu binden. Danach
wurden die Probenfiacher mit Waschpuffer gewaschen und 200 pl eines polyklonalen

Antikorpers gegen TNF-o konjugiert mit Meerrettichperoxidase hinzugegeben. Nach
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erneuter Inkubation fiir zwei Stunden bei RT wurde wiederholt der Waschschritt
durchgefithrt und 50 pl einer hydrogenperoxid- und tetramethylbenzidinhaltigen
Substratlosung in die Probenfiacher pipettiert. Durch Zugabe einer schwefligen Losung
wurde die Farbreaktion gestoppt. Die photometrische Bestimmung der optischen Densitét
der Proben und Standards erfolgte bei 450 nm und 540 nm. Die bei 540 nm gemessenen
Werte wurden von den bei 450 nm gemessenen Werten zur Korrektur von optischen

Verunreinigungen subtrahiert.

P-Selektin

Jeweils 100 pl der Standards bzw. Patientenproben (verdiinnt im Verhéltnis 1:20) wurden
in die mit monoklonalem Maus-Antikdrper gegen P-Selektin beschichteten Probenfacher
pipettiert. AnschlieBend wurden 100 pl P-Selektin-Konjugat (polyklonaler Antikorper
vom Schaf gegen P-Selektin konjugiert mit Meerrettichperoxidase) in die Probenfécher
hinzugegeben und fiir eine Stunde bei RT inkubiert. Darauf folgte ein Waschschritt, um
jegliche ungebundenen Antikorper zu entfernen. Durch Hinzugeben einer
tetramethylbenzidinhaltigen Losung wurde eine Farbreaktion gestartet, die nach 15 min
durch die Zugabe einer schwefligen Losung gestoppt wurde. Die optische Densitét der
Proben und Standards wurde bei 450 nm und 650 nm ermittelt. Die Werte bei 650 nm
wurden dann von den bei 450 nm gemessenen Werten zur Korrektur von optischen

Verunreinigungen subtrahiert.

IL-10

Die Mikrotiterplatten sind mit murinem monoklonalem Antikorper gegen IL-10
beschichtet. Die Probenficher wurden zunidchst mit 50 ul Assaypuffer befiillt und
anschlieBend wurden 200 pl der Standards bzw. Patientenproben hinzugegeben. Nach

Beendigung der Inkubation bei RT fiir zwei Stunden wurden die Probenficher mit
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Waschpuffer gespiilt. Es folgte dann die Befiillung mit 200 pl eines polyklonalen
Antikorpers gegen IL-10 konjugiert mit Meerrettichperoxidase und eine erneute
Inkubation fiir zwei Stunden bei RT. Nach wiederholtem Waschen wurde eine
tetramethylbenzidinhaltige Losung hinzugefiigt, um die Farbreaktion zu initiieren. Die
Farbreaktion wurde dann mit 50 pl einer schwefligen Stopplosung beendet. Die
Bestimmung der optischen Densitit der Proben und Standards erfolgte bei 450 nm und
540 nm. Die Werte bei 540 nm wurden von den bei 450 nm gemessenen Werten

abgezogen zur Korrektur optischer Verunreinigungen.

2.9.2 Bestimmung von Nitrat/Nitrit (NOx)

Stickstoffmonoxid (NO) ist ein Molekiil mit einer extrem kurzen Halbwertszeit und eine
Messung der NO-Konzentration erfolgte in dieser Arbeit indirekt iiber die Bestimmung
der beiden Abbauprodukte Nitrat und Nitrit mit der sogenannten Griess-Reaktion. Hierzu
wurden die Plasmaproben durch Ultrazentrifugation deproteinisiert. Das in den Proben
enthaltene Nitrat wurde zu Nitrit reduziert durch die Zugabe von 0,1 U/ml
Nitratreduktase in 2,5 mM Phosphatpuffer (enthielt 5 UM FAD und 50 uM reduziertes
Flavin-Adenin-Dinukleotid-Phosphat). Der Reaktionsmix wurde danach durch
hinzufiigen von 6.7 ul einer Reaktionslosung (60 pl 1:10 verdiinnte Laktatdehydrogenase
und 140 pl Pyruvat) oxidiert gefolgt von einer Inkubation bei 37 °C fiir 5 min.
Nachfolgend wurde das Griess-Reagens (Sulfanilamid und N-1
(Naphthyl)ethylendiamin) hinzugefiigt, welches Nitrit in einen violetten Azofarbstoff
umwandelt. Die Extinktion wurde spektrophotometrisch bei 540 nm Wellenlédnge

bestimmt.
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2.10  Statistik

Die hier dargestellten Daten sind angegeben als Mittelwerte £ Standardabweichung.
Dichotome Variable wurden mit dem Fisher’s Test analysiert. Die Ergebnisse wurden als
statistisch signifikant anerkannt bei einem p-Wert < 0,05.

Die unifaktorielle Varianzanalyse (,,One-Way Analysis of Variance”, ANOVA) mit
anschlieender Posthoc-Analyse nach Bonferroni wurde zur Beurteilung der
biochemischen Parameter angewendet. Als statistisch signifikant wurden p-Werte < 0,05

akzeptiert.
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3 Ergebnisse

3.1 Klinische Daten

3.1.1 Praoperative Daten

Die Mehrzahl der Patienten in beiden Patientengruppen war minnlich (83% in der
Kontrollgruppe, 85% in der PC-Gruppe). Das Patientenalter war in beiden Gruppen
vergleichbar (60 £+ 11 J. in der Kontrollgruppe und 67 =+ 10 J. in der PC-Gruppe). Auch
hinsichtlich der hier aufgefiihrten Korpermalle, wie GroBle und Gewicht, ergaben sich
keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Gruppen. Insbesondere war auch
die praoperative Ejektionsfraktion in beiden Gruppen vergleichbar (Kontrollgruppe: 61 +
11 % und PC-Gruppe : 63 + 12 %).

Die priaoperativen demographischen Daten der Patienten sind in Tabelle 1 aufgefiihrt.

Tab. 1
Kontrollgruppe PC-Gruppe p

n 18 18

Alter Q)] 60+ 11 67 + 10 ns
ménnl. (%) 83 85 ns
Grofie (cm) 172+ 9 168+9 ns
Gewicht (kg) 82+ 11 77+ 10 ns
KOF (m?) 1.9+0.16 1.8+0.16 ns
prioperative EF (%) 61 +11 63 +12 ns
Krea. Konz. (mg/dl) 1.1+0.36 1.2+0.36 ns
KHK Klasse 2.17+0.72 2.71+0.59 ns
Risikofaktoren (n) 32+1.1 33+£13 ns

KOF: Kérperoberfliche, KHK: Koronare Herzkrankheit, EF: Ejektionsfraktion, ns: nicht
signifikant
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3.1.2 Intraoperative Daten

Die beiden Gruppen waren sowohl hinsichtlich der Bypassdauer, der aortalen Klemmzeit
als auch hinsichtlich der Art und Anzahl der verwendeten Bypassgrafts vergleichbar.
Die Tabelle 2 zeigt die intraoperativen klinischen Daten der PC-Gruppe und der

Kontrollgruppe.
Tab. 2

Kontrollgruppe PC-Gruppe p
Bypasszeit (min) 68 £ 18 86 £27 ns
Aortenklemmzeit (min) 48 £ 12 58 +£20 ns

Bypassgrafts

Gesamtzahl (n) 3+1.3 33+1.8 ns
Venen (n) 1.8+ 1 22+09 ns
Arterien (n) 1.2+03 1.1+0.9 ns

ns: nicht signifikant

3.1.3 Postoperative Daten

Die Leukozyten- und Thrombozytenzahlen und der Hamatokrit wurden am Operationstag
zwel Stunden nach Aufnahme auf die Intensivstation bestimmt und wiesen keine
signifikanten Unterschiede auf zwischen Patienten bei denen das PC-beschichtete System
verwendet wurde und Patienten der Kontrollgruppe. Auch der Blutverlust liber die
Drainagen in den ersten 48 Stunden war in beiden Gruppen vergleichbar. Die Patienten
der Kontrollgruppe benétigten postoperativ Blutprodukte, wahrend in der PC-Gruppe
keine Transfusionen gegeben wurden. Der Zeitpunkt der postoperativen Extubation, die

Dauer des Aufenthalts auf der Intensivstation und die postoperative Gabe von
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Katecholaminen zeigten keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den

Gruppen.
Die postoperativen klinischen Daten sind in Tabelle 3 aufgefiihrt.

Tab. 3
Kontrollgruppe PC-Gruppe p

n 18 18
Leukozyten (x10°/1) 9+2 10+3 ns
Thrombozyten (x10°/1) 152 +£32 147 £ 57 ns
Héamatokrit (%) 27 27 ns
Drainagemenge (ml/48 h) 863+ 614 873 + 346 ns
EK (ml) 108 + 206 0 ns
FFP (ml) 33+115 0 ns
Extubation (h) 10.9+54 11.8+4.6 ns
ITS (Tage) 1.75 £ 0.62 1.45+0.54 ns
Katecholamine ns

Epinephrin (mg/24h) 0.05+0.1 046+ 1.5 ns

Norepinephrin (mg/24h) 532+59 2.77+4.06 ns

FFP: ,Fresh Frozen Plasma”, EK: Erythrozytenkonzentrat, Extubation: Zeitpunkt der

Extubation postoperativ, ITS: Intensivstationsaufenthalt
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3.2 Biochemische Parameter
3.2.1 TNF-a

Die Plasmakonzentration von TNF-a war prioperativ vergleichbar in den beiden
Patientengruppen. In der Kontrollgruppe, in der ein unbeschichtetes Perfusionssystem
verwendet wurde, beobachtete man zwei Stunden postoperativ einen signifikanten
Anstieg der Plasmakonzentration von TNF-a. Die TNF-a Plasmakonzentration der PC-
Gruppe dagegen blieb im gesamten Beobachtungszeitraum stabil und war zu allen
Zeitpunkten postoperativ signifikant niedriger als in der Kontrollgruppe. Die TNF-a
Konzentration in der Kontrollgruppe sank im gesamten Beobachtungszeitraum nicht auf

die pridoperativen Ausgangswerte zuriick.
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* p<0.05 vs pra-OP
*% p<0.05 vs Kontrollgruppe

Abb. 4: TNF-o. Plasmakonzentration in pg/ml im prd- und postoperativen Verlauf.
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3.2.2 P-Selektin

In beiden Patientengruppen wurden préoperativ vergleichbare Plasmakonzentrationen
von P-Selektin gemessen. Bei Patienten bei denen ein unbeschichtetes System verwendet
wurde zeigte die P-Selektin Konzentration zwei Stunden postoperativ einen signifikanten
Anstieg, wihrend die Plasmakonzentration von P-Selektin in der PC-beschichteten
Gruppe tiber den gesamten Beobachtungszeitraum unveridndert blieb.

Die P-Selektin Plasmakonzentration in der Kontrollgruppe sank 24 h postoperativ auf

praoperative Werte zuriick.
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* p<0.05 vs pri-OP
** p<0.05 vs Kontrollgruppe

Abb. 5: P-Selektinkonzentration im Plasma in ng/ml im prd- und postoperativen Verlauf.
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3.23 IL-10

Die Messung der Interleukin-10 Plasmakonzentration wies prioperativ keine
signifikanten Unterschiede zwischen der PC-Gruppe und der Kontrollgruppe auf.

Zwei Stunden nach Beendigung der Operation kam es in beiden Patientengruppen zu
einem signifikanten Anstieg der IL-10 Plasmakonzentration gegeniiber den
Ausgangswerten. Hierbei waren die IL-10 Konzentrationen in der PC-Gruppe signifikant
niedriger als in der Kontrollgruppe. Im postoperativen Verlauf waren diese
Verdnderungen bereits 24 Stunden nach der Operation nicht mehr nachweisbar. In beiden
Patientengruppen sanken die IL-10 Konzentrationen auf die préoperativen

Ausgangswerte zuriick.
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Abb. 6: Plasmakonzentration von IL-10 in pg/ml im prd- und postoperativen Verlauf.
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3.2.4 Plasma Nirat/Nitrit (NOx)

Vergleichbare Werte bei der Bestimmung der Plasma Nitrat/Nitrit Konzentration (NOx)
wurden prédoperativ in beiden Patientengruppen ermittelt. Auch zwei Stunden nach der
Operation wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen Patienten, bei denen ein
PC-beschichtetes System verwendet wurde im Vergleich zu den Patienten der
Kontrollgruppe beobachtet. Signifikant hohere NOx Konzentrationen in der PC-Gruppe
im Vergleich mit der Kontrollgruppe wurden 24 Stunden nach der Operation gemessen.

Weitere 24 Stunden spiter waren diese Unterschiede nicht mehr nachweisbar.

Il Kontrollgruppe
[ ] PC-Gruppe
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* p<0.05vs pri-OP
** p<0.05 vs Kontrollgruppe

Abb. 7: Plasmakonzentration in uM von Nitrat/Nitrit (NOx) im prd- und postoperativen
Verlauf.
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3.2.5 Creatinkinase

Die Konzentration der Creatinkinase (CK) wurde prdoperativ nicht bestimmt. Zu keinem
Zeitpunkt ergab die postoperative Bestimmung der Creatinkinase Unterschiede zwischen

der Kontrollgruppe und der PC-Gruppe.
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Abb. 8: Plasmakonzentration der Creatinkinase im postoperativen Verlauf.
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4 Diskussion

Herzchirurgische Eingriffe unter Verwendung der extrakorporalen Zirkulation sind durch
die hiufig beobachtete systemische inflammatorische Reaktion (SIRS) mit einer erhdhten
postoperativen Morbiditdt assoziiert [WAN et al., 1997c¢].

Die Beschichtung von Perfusionssystemen zur extrakorporalen Zirkulation in der
Herzchirurgie mit Phosphorylcholin (PC) weist einen protektiven Effekt gegen die durch
die Fremdoberfliche verursachte Blutaktivierung und somit auch eine verbesserte
Biokompatibilitdt fiir den Patienten auf.

In der vorliegenden Arbeit wurde eine signifikante Reduktion der inflammatorischen
Reaktion bei Patienten zur koronarchirurgischen Revaskularisation unter Verwendung
eines PC-beschichteten Perfusionssystems beobachtet. Die systemische inflammatorische
Reaktion wurde in dieser Arbeit anhand der Bestimmung der Zytokine TNF-a, IL-10, des
Adhésionsmolekiils P-Selektin und der Plasmakonzentration von Nitrat/Nitrit (NOXx)
gemessen. Die Konzentration des inflammatorischen Zytokins TNF-a und des
Adhédsionsmolekiils P-Selektin waren hierbei bei Patienten bei denen ein PC-
beschichtetes System eingesetzt wurde signifikant niedriger als bei Patienten der
Kontrollgruppe. Hinsichtlich der Bestimmung des antiinflammatorischen Zytokins IL-10
wurde postoperativ, im Vergleich zu den Patienten der Kontrollgruppe, ein geringerer
Anstieg der IL-10 Konzentration in der PC-Gruppe festgestellt. Die Konzentration von
(NOx) hingegen war in der PC-Gruppe erhoht, wihrend in der Kontrollgruppe keine
Anderung der NOx-Konzentration auftrat.

Im Gegensatz zu den gewonnen Ergebnissen in Bezug auf die inflammatorischen
Parameter, wurden bei der Bestimmung der Creatinkinase keine Unterschiede zwischen
den Gruppen beobachtet.

Weiterhin konnten bei dem hier untersuchten Patientengut keine Unterschiede im
postoperativen klinischen Verlauf festgestellt werden. Die Beschichtung des HLM
Systems mit Phosphorylcholin fiihrte insbesondere auch nicht zu einer Reduzierung der
postoperativen Katecholamindosierung. Diese Daten decken sich mit den Ergebnissen der

Autoren De Somer et al.,, die sowohl tierexperimentell als auch bei Kindern mit
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kongenitalen Herzerkrankungen eine verminderte Thrombozytenaktivierung und eine
verringerte Aktivierung des Komplementsystems mit vermindertem Blutverlust bei
Verwendung eines mit Phosphorylcholin beschichteten HLM-Systems nachwiesen, nicht
jedoch einen reduzierten Katecholaminbedarf [DE SOMER et al., 1999a; DE SOMER et
al. 2000b].

4.1 TNF-a

Die Beschichtung der inneren Oberfliche mit Phosphorylcholin des in dieser Arbeit
verwendeten Perfusionssytsems, reduziert signifikant die Konzentration des
proinflammatorischen Zytokins TNF-a bei Patienten die eine koronarchirurgische
Myokardrevaskularisierung erhielten. Die Rolle von proinflammatorischen Zytokinen
nach kardiopulmonalem Bypass wurde bereits intensiv untersucht. Insbesondere TNF-a
wurde nach herzchirurgischen Operationen in erhohten Konzentrationen nachgewiesen
und trigt zu der Entwicklung eines postoperativen SIRS bei. Hauptbildungsort von TNF-
a sind Zellen des Immunsystems, wie Makrophagen und Monozyten, jedoch wird TNF-a
auch in verschiedenen Zellen des Myokards und auch in Myozyten produziert [WAN et
al., 1996a]. Die Quelle des hier in der Kontrollgruppe in erhohter Konzentration
gemessenen TNF-a ist nicht bekannt. Entgegen der Ansicht, dass das nach
herzchirurgischen Eingriffen in erhohter Konzentration nachgewiesene TNF-a
hauptsédchlich in Makrophagen und Monozyten gebildet wird, beschrieben Meldrum et al.
auch eine vermehrte Produktion dieses Zytokins im Myokard [MELDRUM et al., 2003].
Erhohte Plasmakonzentrationen von TNF-a sind mit postoperativer akuter ventrikuldrer
Dysfunktion assoziiert [TE VELTHUIS et al., 1995]. Neben anderen Zytokinen spielt
TNF-a nicht nur eine Rolle bei der Entwicklung der akuten ventrikuldren Dysfunktion,
sondern auch in der Pathophysiologie der chronischen Herzinsuffizienz. Hinsichtlich des
Entstehungsmechanismus der TNF-o vermittelten linksventrikuldren Funktionsstérung
werden zwei mogliche Mechanismen diskutiert: 1. Die TNF-a induzierte Produktion von

NO iiber die Stimulation der Calcium unabhéngigen induzierbaren NO-Synthase (iNOS)
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und dadurch negativ inotropen Effekte auf das Myokard [GULICK et al., 1989] und 2.
die Aktivierung einer komplexen Kaskade und u.a. die Aktivierung der neutralen
Sphingomyelinase [ORAL et al., 1997]. Wahrend der NO vermittelte Mechanismus
verzogerte Effekte (Stunden bis Tage) zeigt, handelt es sich bei dem Sphingomyelinase
Prozess um einen akuten Vorgang. TNF-a scheint weiterhin auch an dem Prozess des
,Left Ventricular Remodeling” beteiligt zu sein durch seine Matrix modulierenden
Effekte. Man nimmt an, dass das linksventrikuldre ,,Remodeling”, d.h. die Verdnderung
der linksventrikuldren Dimensionen durch Umwandlungsprozesse in der extrazelluldren
Matrix, durch chronische Schiadigung des Myokards verursacht wird. Jedoch gibt es
Hinweise darauf, dass diese TNF-a vermittelten Verdnderungen der extrazelluldren

Matrix sich auch akut manifestieren konnten [PAGANI et al., 1992].

Zusitzlich zu den Effekten auf das Myokard beeinflusst TNF-a auch die endotheliale
Funktion und kann somit auch zu der Entwicklung weiterer hdufig beobachteter
Nebenwirkungen nach Einsatz der HLM beitragen, wie der Ausbildung eines pulmonalen
Odems und Stérungen der Organperfusion. Diese Effekte konnen zum Teil auf die durch
TNF-a bewirkte Downregulation der endothelialen NO Synthase zuriickzufiihren sein
[AGNOLETTI et al., 1999]. Die Freisetzung von TNF-a wird nach kardiopulmonalem
Bypass durch eine Reihe von Faktoren stimuliert. Abgesehen von der Exposition des
Patientenbluts mit der Fremdoberfliche des Perfusionssystems wird die
Zytokinproduktion auch durch Material unabhingige Stimuli gesteigert (Ischdmie-
Reperfusion, Komplement, Endotoxine, andere Zytokine) [WAN et al., 1997¢]. Unter der
Annahme, dass diese Material unabhéngigen Faktoren in der PC-beschichteten und der
Kontrollgruppe identisch waren, ist die hier beobachtete Reduktion des TNF-a in der PC-
Gruppe am ehesten auf den protektiven Effekt der Phosphorylcholinbeschichtung

zuriickzufiihren.
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4.2 P-Selektin

Die Plasmakonzentration von P-Selektin in der Patientengruppe, in der ein PC-
beschichtetes System eingesetzt wurde, war signifikant reduziert gegeniiber der
Kontrollgruppe. Der Zusammenhang zwischen den Effekten der extrakorporalen
Zirkulation und der erhohten P-Selektinkonzentrationen nach kardiopulmonalem Bypass
wurde bereits von Wildhirt et al. erkannt: Bei Patienten die in ,,Off-Pump”-Technik
operiert wurden, zeigten sich signifikant niedrigere P-Selektinkonzentrationen als bei
Patienten die konventionell an der HLM operiert wurden [WILDHIRT et al, 2001]. Das
Protein P-Selektin gehort zu der Familie der Adhésionsmolekiile und konnte in
Leukozyten und in Thrombozyten nachgewiesen werden [LORANT et al., 1993]. Zu den
Regulatoren der P-Selektinexpression gehort u.a. auch NO [ARMSTEAD et al., 1997].
Die Aufgabe dieses Proteins besteht in der Ermdglichung der Interaktion zwischen
Endothelzellen auf der einen und Leukozyten und Thrombozyten auf der anderen Seite.
P-Selektin ermdglicht die Anlagerung dieser Zellen an das Endothel und ist fiir die
Rekrutierung weiterer Leukozyten verantwortlich. Die Adhidsion der Leukozyten-
Thrombozyten-Aggregate an das Endothel wird {ber aktivierte Integrine der
Endothelzelle vermittelt und fiihrt schlieBlich zu deren Adhérenz an die Gefalinnenwand.
Letztendlich kann die Anlagerung dieser Aggregate in Verbindung mit weiteren
Faktoren, wie Vasokonstriktion aufgrund einer verminderten NO Produktion, in der
Mikrostrombahn zu GefdBBverschliissen fiihren. Die auf P-Selektin zuriickzufiihrenden
Effekte auf die Mikrozirkulation konnten auch eine Rolle in der Pathogenese des
sogenannten “No-Reflow” Phédnomens mit konsekutiver kardialer Dysfunktion spielen
[OHNISHI et al., 1999], welches in der Herzchirurgie hdufig nach Reperfusion des
Herzens auftritt. Niedrigere P-Selektin Konzentrationen bei Patienten die mit der PC-
beschichteten EKZ operiert wurden, konnten eine verminderte Interaktion von
Thrombozyten und Leukozyten mit dem Endothel und somit eine herabgesetzte
Thrombogenitit und verbesserten Blutfluss in der Mikrozirkulation bedeuten.
Interessanterweise scheinen erhohte Werte des ldslichen P-Selektins einen gewissen

pradiktiven Wert zu haben bei der Risikoabschitzung kardiovaskuldrer Erkrankungen.
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Inflammatorische Reaktionen, wie die P-Selektin vermittelte Anlagerung von Leukozyten
an das Endothel, sind vor allem in der Friihphase der Artheroskleroseentstehung von
Bedeutung [RIDKER et al., 2001], und eine begiinstigende Wirkung der durch den
kardiopulmonalen Bypass induzierten erhohten Konzentrationen des I16slichen P-

Selektins auf die Progredienz der Erkrankung wére denkbar.

4.3 Interleukin-10

Um einen mdglichen Einfluss der Phosphorylcholinbeschichtung auf eine
gegenregulatorische antiinflammatorische Reaktion zu evaluieren, wurde in dieser Arbeit
das antiinflammatorische Zytokin IL-10 bestimmt. Die nach herzchirurgischen
Operationen mit EKZ auftretenden erhdhten IL-10 Konzentrationen [DIEGELER et al.,
2000], konnten eine kompensatorische Gegenregulation als Antwort auf die hohe
inflammatorische Aktivitit bedeuten. IL-10 inhibiert die Produktion anderer Zytokine in
Makrophagen und beeinflusst negativ deren Antigen prédsentierenden Funktionen und
somit ihre immunsupprimierenden Eigenschaften. Des Weiteren scheint IL-10 auch
protektive Effekte hinsichtlich einer myokardialen Schiddigung durch Ischdmie-
Reperfusionstrauma zu besitzen [LANE et al., 1997], und eine exogene Applikation von
IL-10 vermag den myokardialen Schaden zu mildern [HAYWARD et al., 1997]. Diese
protektiven Effekte beruhen auf einer IL-10 vermittelten reduzierten Adhédsion von
neutrophilen Leukozyten an aktivierte Endothelzellen [KRAKAUER, 1995]. Ein Mangel
an IL-10 hat andererseits, nach Ischdmie-Reperfusionstrauma, eine verstarkte Infiltration
des Myokards durch Leukozyten zufolge [JONES et al., 2001]. Die
antiinflammatorischen Effekte von IL-10 erstrecken sich u.a. auch auf die negative
Regulation der iNOS Expression und Inhibition der TNF-o Produktion [YANG et al.,
2000].

Die in dieser Arbeit signifikant niedrigeren IL-10 Konzentrationen bei Patienten die mit
dem PC-beschichteten System operiert wurden, konnten ein Hinweis sein auf eine

generell verminderte systemische inflammatorische Reaktion durch die Verwendung des
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PC-beschichteten Systems und somit als Ausdruck einer verbesserten Biokompatibilitat
gedeutet werden. Weiterfiihrende Untersuchungen sind jedoch notwendig, um die
Bedeutung von IL-10 auf den klinischen Verlauf von Patienten die an der HLM operiert

werden zu charakterisieren.

4.4  Nitrat/Nitrit (NOx)

Das freie Radikal Stickstoffmonoxid (NO) ist ein Molekiil mit vielféltigen biologischen
Effekten und ist u.a. durch seine potente vasodilatatorische Wirkung wesentlich bei der
Regulation des Gefalltonus involviert. Die Bildung von NO wird von der NO-Synthase
(NOS) durch die Umwandlung von L-Arginin in L-Citrullin unter Verbrauch mehrerer

Co-Faktoren katalysiert.

Bislang konnten drei verschiedene Isoformen der NO-Synthase identifiziert werden:

e nNOS: neuronale NO-Synthase
e ¢NOS: endotheliale NO-Synthase
e iNOS: induzierbare NO-Synthase

Die neuronale und die endotheliale NO-Synthase werden auch als konstitutive NOS
(cNOS) aufgrund ihrer kontinuierlichen basalen NO-Generation zusammengefasst. Die
konstitutive Produktion von NO ist hierbei von der Calciumionenkonzentration in der
Zelle abhiangig [GRIFFITH und STUEHR, 1995]. Die induzierbare NO-Synthase (iNOS)
dagegen ist in  ihrer  katalytischen = Aktivitit = unabhidngig von  der
Calciumionenkonzentration. INOS produziert NO in groeren Mengen als Antwort auf
verschiedene Stimuli, wie z.B. bei Entziindungsreaktionen vermehrt freigesetzte Zytokine
und bakterielle Lipopolysaccharide (Endotoxine) [NUSSLER und BILLIAR, 1993]. Die
Calcium unabhingige iNOS konnte in Endothelzellen [RADOMSKI et al., 1990],
Makrophagen [HIBBS et al., 1988] und neutrophilen Granulozyten [McCall et al., 1989],
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in Zellen der glatten GefiBmuskulatur [BUSSE und MULSCH, 1990] und auch in
Herzmuskelzellen [SCHULZ et al., 1992] lokalisiert werden.

Die nach kardiopulmonalem Bypass erhohte NO Produktion [RUVOLO et al., 1994] ist
am chesten auf eine verstdrkte Aktivitdt der iNOS zuriickzufiihren. Dies konnte ein
Anpassungsmechanismus des Organismus auf das durch kardiopulmonalen Bypass
verursachte Trauma sein, mit dem Ziel eine addquate Organperfusion aufrecht zu
erhalten. Wahrend die konstitutive NO-Produktion durch die endotheliale NO-Synthase
protektive Effekte auf die Mikrozirkulation hat, werden die in groBen durch iNOS
produzierten Mengen fiir die postoperative Vasoplegie und erhohte Kapillarpermeabilitdt
verantwortlich gemacht [PAPARELLA et al., 2002]. Die durch iNOS bereitgestellte
Menge NO wird dariiberhinaus auch fiir die nach Reperfusion auftretende ventrikuldre
myokardiale Dysfunktion (,,Stunning”) verantwortlich gemacht [OYAMA et al., 1998].
Die Ergebnisse, hinsichtlich einer erhohten NO-Freisetzung nach kardiopulmonalem
Bypass, sind jedoch in der Literatur nicht einheitlich. Entgegen den Ergebnissen von
Ruvolo et al. konnte in einer Arbeit von Brett et al. keine gesteigerte NO-Produktion bei
Patienten zur aortokoronaren Bypassoperation nachgewiesen werden [BRETT et al.,
1998].

In der vorliegenden Arbeit wurden 24 Stunden nach der Operation signifikant hohere
NOx Werte in der PC-beschichteten Patientengruppe gemessen, wihrend in der
Kontrollgruppe keine Anderung der NOx Konzentration im Beobachtungszeitraum
gemessen wurde. Die zelluldre Quelle des hier bestimmten NOXx ist nicht bekannt. Die
Aktivitdt der eNOS wird durch die extrakorporale Zirkulation supprimiert [EVORA et
al., 1994; ENGELMAN DT et al., 1995; SATO H et al., 1997] und dies konnte zumindest
teilweise fliir die nach EKZ beobachtete endotheliale Dysfunktion, erhohte
Thrombogenitét und verschlechterte Regulation des Blutfluss verantwortlich sein.

NO ist ein Finger freier Radikale [COOKE und TSAO, 1993]. Die reduzierte NOx-
Konzentration in der Kontrollgruppe koénnte durch erhohte Konzentrationen freier
Sauerstoffradikale und dadurch bedingte Abnahme der NO-Verfiigbarkeit zu erklidren
sein. Diese Annahme ist jedoch spekulativ, da in dieser Studie der Grad des oxidativen

Stresses nicht Gegenstand der Untersuchung war.
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Die in der PC-Gruppe gemessenen hoheren NOx Konzentrationen in Verbindung mit der
reduzierten inflammatorischen Komponente konnte aber auch auf die dadurch

konservierte NOx Produktion hinweisen.

4.5 Creatinkinase

Die Creatinkinase wurde im Rahmen der postoperativen Routineblutentnahmen
bestimmt. Koronarchirurgische Operationen am kardiopulmonalen Bypass sind mit einer
myokardialen Zellschidigung assoziiert [CZERNY et al., 2000], wihrend es unter
Verzicht auf die EKZ bei koronarchirurgischen Operationen (,,Off Pump”-Technik) zu
einer Reduktion der Plasmakonzentrationen von Troponin und der Creatinkinase kommt
[PENTTILA et al, 2001; WILDHIRT et al., 2000a]. Beim Vergleich der hier
untersuchten Patientengruppen konnte allerdings im postoperativen Verlauf kein Effekt
der Phosphorylcholinbeschichtung, hinsichtlich einer verminderten Freisetzung der

Creatinkinase, beobachtet werden.

4.6  Postoperativer Katecholaminbedarf

Die systemische inflammatorische Reaktion nach koronarchirurgischen Eingriffen an der
HLM ist mit einer eingeschrankten Hidmodynamik bedingt sowohl durch die Abnahme
des systemischen GefaBBwiderstands als auch der verminderten myokardialen
Kontraktilitit verbunden und erfordert hdufig den postoperativen Einsatz o- und f-
adrenerger Substanzen, wie z.B. Norepinephrin und Epinephrin. Der postoperative
Katecholaminbedarf korreliert hierbei u.a. mit der Plasmakonzentration von TNF-a und
P-Selektin [WILDHIRT et al., 2001b]. In der vorliegenden Arbeit wies der postoperative
Katecholaminbedarf keine Unterschiede auf zwischen Patienten die mit der PC-
beschichteten HLM (PC-Gruppe) und Patienten die mit dem unbeschichteten System

(Kontrollgruppe) operiert wurden trotz der signifikanten Reduktion der
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Plasmakonzentrationen von TNF-a und P-Selektin durch die Verwendung des PC-

beschichteten Systems.

4.7 Limitationen und klinische Bedeutung

In dieser Arbeit konnte eine Reduktion der inflammatorischen Reaktion durch die
Verwendung eines PC-beschichteten Perfusionssystems ausschlieflich hinsichtlich der
biochemischen Parameter, nicht aber den klinischen Verlauf betreffend, festgestellt
werden. Dies konnte auf die spezifische Auswahl der Patientenpopulation
zuriickzufiihren sein. Patienten mit Begleiterkrankungen die den postoperativen Verlauf
erschweren, wie z.B. Diabetes mellitus oder eine eingeschrinkte Nierenfunktion, wurden
nicht in die Studie eingeschlossen. Weiterhin wurden auch keine Patienten mit schwer
eingeschrinkter linksventrikulirer Funktion beriicksichtigt. Deng et al. beobachteten bei
Patienten nach Bypassoperation mit eingeschréankter linksventrikuldrer Funktion (EF <45
%) hohere Konzentrationen proinflammatorischer Zytokine und ein gesteigertes Risiko
postoperative Komplikationen zu entwickeln als bei Patienten mit normaler EF [DENG et
al., 1996]. Die potentiellen giinstigen Auswirkungen einer PC-beschichteten EKZ auf den
postoperativen klinischen Verlauf konnten ausgeprégter sein bei Patienten mit einem
hoheren prioperativen Risikoprofil, insbesondere hierbei einer reduzierten
linksventrikuldren Funktion.

Das Ausmal} der inflammatorischen Reaktion ist aulerdem ein zeitabhidngiger Prozess
[WAN et al, 1997b; DENG et al, 1996], und das Risiko postoperative
Organdysfunktionen zu entwickeln ist von der Dauer des Kontakts des Patientenbluts mit
der Fremdoberfldche der EKZ abhdngig. Auch die eventuellen positiven Effekte der PC-
beschichteten EKZ auf die Entwicklung klinisch apparenter Symptome einer
systemischen Reaktion, konnten durch die Dauer der Operation beeinflusst werden. Es
erscheint moglich, dass die positiven Effekte der PC-Beschichtung erst klinisch relevant

werden bei Operationen mit lingeren Bypasszeiten.
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5 Zusammenfassung

Der Einsatz der extrakorporalen Zirkulation bei koronarchirurgischen Eingriffen fiihrt
durch den Kontakt des Patientenbluts mit der Fremdoberfldche des Perfusionssystems zu
einer systemischen inflammatorischen Reaktion (SIRS). Inflammatorische Mediatoren,
wie Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-a), Interleukin-10 (IL-10), P-Selektin und
Stickstoffmonoxid (NO) treten nach kardiopulmonalem Bypass in erhohten
Konzentrationen im Plasma auf. Abhidngig vom Schweregrad der durch die
extrakorporale Zirkulation ausgelosten systemischen inflammatorischen Reaktion (SIRS)
kann diese bei dem Patienten zu der Ausbildung von Funktionsstorungen verschiedener
Organsysteme bis hin zum Multiorganversagen fiihren.

Die Beschichtung der inneren Oberfliche der in der Herzchirurgie verwendeten
Perfusionssysteme mit Phosphorylcholin (PC) imitiert die FEigenschaften der
physiologischen Zellmembran und reduziert die Aktivierung zellulirer und humoraler
Bestandteile des Bluts.

In der vorliegenden Arbeit wurde in einer prospektiv randomisierten Studie untersucht,
ob durch die Beschichtung der inneren Oberfldche des Perfusionssystems mit PC eine
reduzierte  systemische inflammatorische Reaktion und somit verbesserte
Biokompatibilitdt fiir den Patienten erreicht werden kann. Hierzu wurden Patienten zur
koronarchirurgischen Revaskularisation am kardiopulmonalen Bypass prospektiv in die
Studie eingeschlossen und in 2 Gruppen randomisiert. In der einen Gruppe wurde ein mit
PC-beschichtetes Perfusionssystem verwendet (PC-Gruppe), wiéhrend in der
Kontrollgruppe ein herkdmmliches unbeschichtetes System zum Einsatz kam. In beiden
Patientengruppen wurden perioperativ die Plasmakonzentrationen von TNF-a, IL-10 und
P-Selektin mittels ,,Enzyme-Linked Immunosorbent Assay” (ELISA) gemessen. Die
Plasmakonzentrationen von Nitrat/Nitrit (NOx) wurden mit Hilfe der Griess-Reaktion
bestimmt.

Die Plasmakonzentrationen von TNF-o und P-Selektin waren bei Patienten bei denen ein
unbeschichtetes System verwendet wurde signifikant hoher im Vergleich zu den

Patienten bei denen ein PC-beschichtetes System verwendet wurde. In der
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Kontrollgruppe wurde postoperativ ein Anstieg der IL-10 Plasmakonzentration
gemessen, wihrend die Interleukin-10 Konzentration in der PC-Gruppe unverdndert
blieb. Am ersten postoperativen Tag war die Konzentration von Plasma NOx in der PC-
beschichteten Gruppe signifikant erhoht, wihrend sich keine Anderungen der NOx
Plasmakonzentration in der Kontrollgruppe feststellen lieBen. Im Hinblick auf die pra-
und postoperativen klinischen Daten ergaben sich keine signifikanten Unterschiede

zwischen der PC-Gruppe und der Kontrollgruppe.

Die hier gewonnen Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Beschichtung des
Perfusionssystems mit Phosphorylcholin die Biokompatibilitit erhéht und zu einer
Reduktion der postoperativen systemischen inflammatorischen Reaktion bei Patienten zur

koronarchirurgischen Revaskularisierung am kardiopulmonalen Bypass fiihrt.
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ng Mikrogramm

pl Mikroliter

°C Grad Celsius

CK Creatinkinase

dl Deziliter

EF Ejektionsfraktion

EK Erythrozytenkonzentrat
EKZ Extrakorporale Zirkulation
eNOS : endotheliale NO-Synthase
FAD Flavin-Adenin-Dinukleotid
h Stunden

IL-10 : Interleukin-10

iNOS : induzierbare NO-Synthase
J Jahre

kg Kilogramm

KHK : Koronare Herzkrankheit
KOF Ké&rperoberfliche

min Minuten

ml Milliliter

m’ Quadratmeter

n Anzahl

ng Nanogramm

nm Nanometer

NO Stickstoffmonoxid

NOS Stickstoffmonoxidsynthase, NO-Synthase
NOx Nitrat/Nitrit

PAF ,Platelet Activating Factor”
PC Phosphorylcholin
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RT Raumtemperatur

sec Sekunden

SIRS »Systemic Inflammatory Response Syndrome”
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