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1 Einleitung und Fragestellung

Die Herz-Lungen-Maschine (HLM) ist ein unverzichtbares medizintechnisches Instrument,
ohne das viele kardiochirurgische Eingriffe nicht méglich wiren. Dies ist gerade fiir die Kin-
derkardiologie bzw. -herzchirurgie von Bedeutung, da einige der kongenitalen Herzdefekte,
die post natum einer baldigen Korrektur bediirfen, komplexer Natur sind — erst seit der Ein-
fiihrung der HLM in die Herzchirurgie ist die chirurgische Versorgung vieler dieser Defekte
moglich. Dennoch gibt es eine Reihe moglicher HLM-assoziierter Komplikationen wihrend
und nach einer Herzoperation, die unterschiedlichste Organe betreffen konnen — eine der
schwerwiegendsten ist die Nierenschddigung. Sie kann die Dauer des Krankenhausaufenthal-
tes verldngern (LI et al. 2011) und ist mit erhéhter Mortalitdt assoziiert (PICCA et al. 1995),
was insgesamt die Prognose fiir den Patienten verschlechtern kann. Besonders in der Kinder-
herzchirurgie tritt sie nach einem kardiochirurgischen Eingriff mit Verwendung einer HLM
relativ hdufig auf, in seltenen Fillen kann sie bis zur Dialysepflichtigkeit fiihren (LI et al.
2011 und PICCA et al. 1995). Verantwortlich gemacht flir die negative Beeinflussung der
Niere wird vorrangig ein HLM-assoziierter Ischdmie-Reperfusionsschaden mit Entstehung
freier Radikaler (MATATA et al. 2000) bzw. eine Minderperfusion der Niere wéhrend der
HLM-Zeit, und auch eine HLM-assoziierte Entziindungsreaktion (LEVY und TANAKA
2003).

In dieser Dissertation wird nun eine Untersuchung vorgestellt, die die Beeintréchti-
gung der Niere durch die HLM wihrend und nach einem kardiochirurgischen Eingriff behan-
delt und sich mit den genauen Ursachen fiir diese Beeintrachtigung auseinandersetzt — und
von dieser Uberlegung ausgehend eine in dieser Situation potentiell renoprotektiv wirksame
Substanz untersucht. In der Vergangenheit wurden bereits Studien zu dieser Fragestellung mit
,klassischen* Antioxidantien wie zum Beispiel N-Acetylcystein durchgefiihrt (NAUGHTON
et al. 2008), in der Hoffnung, dass diese einer Nierenschiadigung entgegenwirkten, indem sie
den durch eine Ischdmie-Reperfusionssituation entstandenen oxidativen und nitrosativen
Stress abschwichten — positive Ergebnisse blieben allerdings aus.

In dieser Dissertation wird nun (-)-Epigallocatechin-3-Gallat (EGCG) betrachtet.
EGCQG ist ein natiirlicher Bestandteil des griinen Tees (MAK 2012) und ist aufgrund seiner
unterschiedlichen positiven Eigenschaften in den letzten Jahren Gegenstand zahlreicher Stu-
dien gewesen — mit vielversprechenden Ergebnissen. Es zéhlt durch seine Radikalfédnger- und
Stickstoffmonoxidscavenger-Féhigkeiten zu den Antioxidantien (RIETVELD und WISE-
MAN 2003, PAQUAY et al. 2000), weist dariiber hinaus aber noch einige andere Wirkweisen

1



auf: Es ist zum Beispiel antiapoptotisch (JANG et al. 2010) und antiinflammatorisch (EL-
MOWAFY et al. 2011) wirksam — weswegen es in dieser Studie zum Forschungsobjekt wur-
de.

Bei den Versuchen wurden Ferkel mit einem Gewicht von 8 bis 15 kg verwendet, um
die Ergebnisse auf padiatrische Patienten in der Kinderkardiologie und -herzchirurgie bezie-
hen zu konnen.

Zum Schluss schlieBt sich ein Einblick in die Kardiochirurgie mit Verwendung einer
HLM in der klinischen Veterindrmedizin an, welche derzeit aus pekunidren Griinden weltweit
nur in wenigen veterindirmedizinischen Zentren Anwendung findet. Diesbeziiglich wird ein

Ausblick auf mogliche Weiterentwicklungen in diesem Bereich gegeben.

Es ergeben sich folgende Fragestellungen fiir diese Dissertation:
1. Schidigte die Verwendung einer HLM (unter hypothermen Bedingungen, mit nicht-
pulsatilem Blutfluss und Kardioplegie) die Niere?
2. Wiesen die gesetzten Schiden die Merkmale eines Ischdmie-Reperfusionsschadens
auf?
3. Konnte die Schidigung durch EGCG abgemildert werden?



2 Literaturiibersicht

2.1 Kinderherzchirurgie

Kongenitale Herzerkrankungen — also die angeborene strukturelle Anomalie des Herzens oder
eines oder mehrerer herznaher Gefdfle — sind laut einer aktuellen Untersuchung im Rahmen
des EUROCAT (European Registration of Congenital Anomalies and Twins) Programms die
héufigste angeborene Pathologie eines bestimmten einzelnen Organs und kommen in Europa
bei 0,6 % aller lebend geborenen Kinder vor (LOANE et al. 2011). Tabelle 1 zeigt die aktuel-
le prozentuale Verteilung der hdufigsten kongenitalen Herzfehler in Deutschland. Sie kénnen
sich sehr unterschiedlich auswirken, und die Krankheitsbilder reichen von einfach (im Sinne
von asyptomatisch) bis komplex, was bedeutet, dass die Patienten lebenslang korperlich ein-
geschrankt und medikamentenpflichtig sind. Heutzutage liegen die Raten padiatrischer Pati-
enten mit kongenitalen Herzfehlern, die das Erwachsenenalter erreichen, bei 90 %
(SCHWEDLER et al. 2011).

Die meisten angeborenen Herzfehler werden prénatal oder kurz nach der Geburt diag-
nostiziert, manche offenbaren sich erst im Grundschulalter oder spiter. Viele schwerwiegende
oder komplexe Fehlbildungen miissen bald nach der Geburt korrigiert werden, wobei die Ein-
fiihrung der Herz-Lungen-Maschine (HLM) die Korrektur vieler Defekte erst ermdglicht hat,
wie Tabelle 2 darstellt. Nicht kongenitale pédiatrische Herzerkrankungen, die unter Zuhilfe-
nahme einer HLM korrigiert werden miissen, sind aulerdem Herztumore und die ultima ratio,

die bei schwersten kardialen Erkrankungen bleibt: die Herztransplantation.



Tabelle 1: Verteilung der hiufigsten kongenitalen Herzfehler in Prozent von allen kon-
genitalen Herzfehlern bei lebend geborenen Kindern in Deutschland

(Juli 2006 bis Juni 2007) nach SCHWEDLER et al. (2011)

Kongenitaler Herzfehler Auftreten in %

Ventrikelseptumdefekt (isoliert) 48,9
Atriumseptumdefekt 17
Pulmonalstenose 6,1
Persistierender Ductus arteriosus 43
Aortenisthmusstenose 3,6
Univentrikuldres Herz 2,8
Atrioventrikuldrer Septumdefekt 2,5
Fallot-Tetralogie 2,5
Aortenstenose 2,2
Dexter-Transposition gro3er Arterien 2,2

Double outlet right ventricle (DORF) 1

andere 6,8




Tabelle 2: Kongenitale Herzerkrankungen, die bei schwerer Auspriagung (linke Spalte)

bzw. immer (rechte Spalte) durch einen kardiochirurgischen Eingriff

mit Verwendung einer HLM korrigiert werden (HAAS und KLEIDEITER 2011)

Nur bei schwerer Auspriagung des Defekts
Korrektur durch kardiochirurgischen

Eingriff mit einer HLM

In jedem Fall Korrektur des Defekts
durch kardiochirurgischen Eingriff mit

einer HLM

Vorhofseptumdefekt

Atrioventrikuldrer Septumdefekt

Ventrikelseptumdefekt

Totale Lungenvenenfehlmiindung

Partielle Lungenvenenfehlmiindung

Aortopulmonales Fenster

Pulmonalstenose Pulmonalatresie mit oder ohne Ventikelseptumdefekt
Aortenstenose Transposition der grof3en Arterien
Aorteninsuffizienz Double outlet right ventricle
Aortenisthmusstenose Truncus arteriosus communis

Kongenitale Gefdfiringe

Fallot-Tetralogie

Mitralstenose Ebstein-Anomalie
Mitralinsuffizienz Trikuspidalatresie
Mitralklappenprolaps Singulédrer Ventrikel

Heterotaxie-Syndrom

Hypoplastisches Linksherzsyndrom

Unterbrochener Aortenbogen

Bland-White-Garland Syndrom




2.2 Tierherzchirurgie

Bei Hunden treten angeborene Herzfehler durchschnittlich bei einem Welpen in 15 Wiirfen
auf; 0,68 bis 0,8 % aller in Tierkliniken aufgenommenen Hunde weisen einen kongenitalen
Herzfehler auf. Bei Katzen kommt diese Erkrankung seltener vor; bei etwa 0,02 bis 0,1 %
aller in Tierkliniken aufgenommenen Katzen wird ein angeborener Herzfehler diagnostiziert
(STRICKLAND 2008). Als limitierender Faktor von Studien und Angaben iiber das Vor-
kommen kongenitaler Defekte in der Veterindrmedizin muss in Betracht gezogen werden,
dass natiirlich keine mit der Humanmedizin vergleichbare prinatale Diagnostik oder padiatri-
sche Betreuung und Uberwachung durchgefiihrt wird. Dementsprechend versterben viele Ne-
onaten peripartal oder im Welpenalter an den Folgen kongenitaler kardialer Defekte — doch
diese Todesursache wird oft nicht erkannt, da Autopsien nicht regelméafig durchgefiihrt wer-
den. Daher kdnnen keine genauen Angaben iiber das Vorkommen dieser Erkrankungen ge-
macht werden. Eine aktuelle Studie aus dem Jahre 2011 von OLIVEIRA et al. (siche Tabelle
3) an 976 Hunden in Italien nennt die Pulmonal- und die Subaortenstenose, den persistieren-
den Ductus arteriosus und den Ventrikelseptumdefekt als haufigste angeborene Herzdefekte.
Diese Ergebnisse gehen konform mit denen einer schwedischen Studie von TIDHOLM aus
dem Jahre 1997 an 151 Hunden und einer Schweizer Studie von BAUMGARTNER und
GLAUS aus dem Jahre 2003 an 146 Hunden. OLIVEIRA et al. (2011) stellten weiterhin eine
Prédisposition fiir kardiale Erkrankungen bei den Rassen Boxer, Deutscher Schéaferhund, Eng-
lische und Franzosische Bulldogge, Golden und Labrador Retriever und Neufundlidnder fest.
Kardiochirurgische Eingriffe werden in der Veterindrmedizin nicht routinemifBig
durchgefiihrt. Obwohl aus der Versuchstierkunde ein reichhaltiger Erfahrungsschatz beziig-
lich der Herzchirurgie an Tieren vorliegt, wird dieser nur in spezialisierten Zentren in weni-
gen Léandern auf die kurative Veterindrmedizin iibertragen. Symptomatische Herzerkrankun-
gen werden gewdhnlich palliativ mit Medikamenten behandelt. Griinde dafiir sind vor allem
okonomischer Natur. In Deutschland gibt es keine veterindrmedizinische Klinik oder Univer-
sitdt, die eine HLM verwendet. Pionierarbeit auf diesem Gebiet wird in den USA und in Japan

geleistet (vgl. 5.5).



Tabelle 3: Verteilung der hiufigsten kongenitalen Herzfehler in Prozent von allen kon-

genitalen Herzfehlern bei lebend geborenen und zur Untersuchung vorgestellten Hun-

den in Italien (1997-2010) nach OLIVEIRA et al. (2011)

Kongenitaler Herzfehler

Auftreten in %

Pulmonalstenose 32,1
Subaortenstenose 21,3
Persistierender Ductus arteriosus 20,9
Ventrikelseptumdefekt 7,5
Aortenstenose 5,7
Trikuspidalklappendysplasie 3,1
Mitralklappendysplasie 1,9

Double chamber right ventricle (DORF) 1,2

Vorhofseptumdefekt

1,1

Fallot-Tetralogie

1

andere

4,6




2.3 Die Herz-Lungen-Maschine

Die HLM in der Kardiochirurgie unserer Zeit ist zu einem vielfach verwendeten medizintech-
nischen Instrument geworden, und hat einen grof3en Teil zu der Entwicklung von Operationen
am (offenen) Herzen beigetragen. Zum ersten Mal wurde eine HLM im Jahre 1953 im Massa-
chusetts General Hospital, Boston, Massachusetts, USA von Dr. John Gibbon Jr. verwendet,
welcher sie gemeinsam mit seine Ehefrau Mary entwickelt hatte. Jene erfolgreiche Operation
am offenen Herzen einer jungen Frau wurde unter Zuhilfenahme einer 45-miniitigen HLM-
Zeit von Dr. Gibbon Jr. selbst durchgefiihrt (EDMUNDS 2004 und STONEY 2009). Seitdem
hat sich die HLM weiterentwickelt, und viele kardiochirurgische Eingriffe — besonders die
Korrektur von angeborenen Herzdefekten bei Neugeborenen — wiaren unmdéglich ohne sie.

Die Aufgabe einer HLM wihrend einer Operation am offenen Herzen ist die Uber-
nahme der Pumpfunktion des Herzens und der Gasaustauschfunktion der Lunge, auBerdem
auch die Ubernahme der Thermoregulation wihrend der Zeit, die der Patient an der HLM
verbringt. Eine HLM besteht aus einem Reservoir, einem Oxygenator (die ,.kiinstliche Lun-
ge*) mit integriertem Waiarmeaustauscher, einer Pumpe (das ,.kiinstliche Herz*) und einem
Schlauchsystem. Der Aufbau dieser Komponenten ist gewdhnlich der folgende: Das vendse
Blut verldsst den Korper durch die vendse Kaniile bzw. den vendsen Teil des Schlauchsys-
tems und wird durch die Schwerkraft in ein Reservoir drainiert. In diesem Reservoir sind Fil-
ter (fiir Gewebsstiicke oder Thromben) und Entschdumer integriert. Darauthin wird das Blut
durch die Pumpe weitergeleitet zum Oxygenator, wo es oxygeniert und von Kohlendioxid
befreit wird (Gasaustauschfunktion). In dem Oxygenator befindet sich ein Warmeaustausch-
system. Bevor das Blut dann durch den arteriellen Teil des Schlauchsystems wieder in den
Korper gelangen kann, ist oftmals noch ein Filter zwischengeschaltet, der Luft aus dem Blut
filtern kann.

Das Blut muss vor Anschluss des Patienten an die HLM heparinisiert werden, damit es
nicht in dem Schlauchsystem oder den Teilen der Maschine gerinnt. Nach Abgang von der
HLM wird der Heparin-Antagonist Protamin gegeben, um die Gerinnung wieder zu normali-
sieren. Intraoperativ finden in regelméfBigen Abstinden Kontrollen der Gerinnungszeit durch
eine Bestimmung der Activated Clotting Time (ACT) statt.

Das Reservoir, welches das Blut aus dem vendsen Kreislauf durch Gravitationskraft
aufnimmt, hat die Aufgaben — abhingig von seinem Fassungsvermodgen — das zirkulierende
Blutvolumen zu variieren, Gewebsstiicke, Thromben und — durch seine Entschdumerfunktion,

welche meist aus einer Polyurethanbeschichtung besteht — Luft aus dem Blut heraus zu filtern.



Es kann sich um ein offenes System mit einem Hartplastikreservoir, oder um ein geschlosse-
nes System mit einem weichen Reservoir handeln (ULLMANN 2005). In das Reservoir wird
auch ein HLM-Sauger drainiert, mit welchem zur besseren Ubersicht Blut aus dem OP-Situs
entfernt werden kann, und in manchen Fillen ein linksventrikuldrer Vent, welcher direkt iiber
die Herzspitze oder durch die rechte V. pulmonalis in den linken Ventrikel eingefiihrt werden
kann, um diesen zusétzlich zu entlasten.

Neben dem in das Reservoir integrierten Filter passiert das Blut oft noch einen weite-
ren Filter mit gleicher Funktion, bevor es wieder in den Korper zuriickgeleitet wird.

Es existieren zwei verschiedene Arten von Pumpen: Die Zentrifugal- und die Roller-
pumpe. Erstere transportiert das Blut mithilfe der Zentrifugalbeschleunigung durch die Ma-
schine, wobei kinetische Kraft auf das Blut iibertragen wird. Die Geschwindigkeit des Blutes
hingt dabei vom Druck ab, aber auch von der Umdrehungszahl, mit der die Pumpe betrieben
wird (LARSEN 2012). Sie ist nicht okklusiv, wodurch das Blut zwar weniger traumatisiert
wird und es zu weniger Embolien kommt, was aber auf der anderen Seite dazu fiihrt, dass sie
abhéngig von der Blutlast ist (d. h., dass das Blut langsamer fliefit, wenn sich der Widerstand
erhoht) (ULLMANN 2005). Thr Verwendungsgebiet bei kardiochirurgischen Operationen mit
einer HLM sind lange Eingriffe von liber vier Stunden (LARSEN 2012).

Bei der Rollerpumpe ist der Schlauch, der das Blut durch die Maschine leitet, U-
formig um vier rotierende Rollen gelegt, die durch ihre Rotation das Blut vorwirts bewegen.
Die Geschwindigkeit des Blutes ist also abhdngig vom Schlauchdurchmesser und auch von
der Umdrehungszahl, mit der die Pumpe betrieben wird. Diese Art der Pumpe ist okklusiv,
erzeugt einen nicht-pulsatilen Fluss und ist die in der Kardiochirurgie meistverwendete Pum-
pe (LARSEN 2012).

Der erste erfolgreich verwendete Oxygenatortyp war der Filmoxygenator, den Dr.
Gibbon Jr. selbst erfand (COHN 2003). Bei diesem System wurde das Blut zum Zweck des
Gasaustausches iiber eine grof3e Flache geleitet, auf der es einen diinnen Blutfilm bildete. Eine
Weiterentwicklung war der Blasenoxygenator, der von den 50er bis in die 80er Jahre des letz-
ten Jahrhunderts hinein genutzt wurde (IWAHASHI et al. 2004). Hierbei wurde Sauerstoff
direkt in Form von Blasen in das Blut eingeleitet. Heutzutage wird fast ausschlieBlich der
Membranoxygenator verwendet, der mit einer mikropordsen Hohlfasermembran aus Polypro-
pylene (IWAHASHI et al. 2004) ausgestattet ist. Bei diesem Oxygenatortyp sind Blut und
Gas durch diese Membran voneinander getrennt; Sauerstoff kann aufgrund der Partialdruck-
differenz ins Blut hinein- und Kohlendioxid herausdiffundieren. Membranoxygenatoren sind

beschichtet (z. B. mit Heparin oder amphiphilen Polymeren), um das Blut durch den Fremd-



oberflichenkontakt méglichst wenig zu schidigen und eine Aktivierung des Komplementsys-
tems zu mindern (VIDEM et al. 1992).

Die Schlauchsysteme verbinden die Bestandteile der HLM und leiten das Blut durch
sie. Sie werden an den Patienten angepasst, d. h. in der Kinderkardiochirurgie haben sie klei-
nere Durchmesser und sind insgesamt kiirzer. Sie bestehen aus Silikon oder PVC und konnen,
ebenso wie der Oxygenator, beschichtet sein (VIDEM et al. 1992). Durch die vendse Kaniile
(im rechten Herzohr oder in beiden Venae cavae, falls am rechten Herzen manipuliert wird)
verldsst das Blut den Korper, und durch die arterielle Kaniile (in der Aorta ascendens oder in
der Arteria femoralis, falls an der Aorta manipuliert wird) tritt es wieder in den Kd&rper ein
(FROMKE 2003). Vor Anschluss des Patienten an die HLM werden diese Schliuche, und
auch die sonstigen Komponenten des Systems, mit dem sogenannten Primingvolumen befiillt.
Dies ist das initiale Fiillungsvolumen der HLM, welches fiir gewohnlich aus einer isotonen
Elektrolytlosung besteht, welche unterschiedliche Zusidtze bekommen kann, wie zum Beispiel
Hydroxyethylstirke, 5-%iges Albumin, 5-%ige Glukose, Natriumbikarbonat oder Mannitol
(STRIEBEL 2010). Gerade in der Pédiatrie muss oft auch Blut zugegeben werden, um einer
zu starken Hdmodilution durch das Primingvolumen entgegenzuwirken (STRIEBEL 2010).

2.3.1 Hypothermie

In den Oxygenator ist ein Warmeaustauscher integriert. In diesem wird das Blut durch diinne,
spiralformige Schldauche geleitet und dabei von Wasser umspiilt, sodass das Blut die Tempera-
tur des Wassers annimmt — die Korpertemperatur wird beeinflusst. Dadurch kann es herunter-
gekiihlt bzw. erwidrmt werden, ganz wie gewiinscht bzw. wie notig in der jeweiligen Phase
des kardiochirurgischen Eingriffes. Die meisten Eingriffe werden unter einer moderaten
Hypothermie durchgefiihrt, die nach Anschluss der HLM an den Kd6rper begonnen wird. Be-
vor die HLM nach dem Eingriff vom Patienten abgekoppelt wird, wird der Koérper wieder auf
eine physiologische Temperatur erwarmt.

Eine moderate — also ca. 28 °C — Hypothermie wéhrend der Anwendung einer HLM
bietet einen Schutz fiir das Myokard im Hinblick auf Ischdmie-induzierte und inflammatori-
sche Schiden (VAZQUEZ-JIMENEZ et al. 2001). Ist die Hyopthermie kombiniert mit niedri-
gem peripherem arteriellem Widerstand, hoherem Blutfluss und niedrigem arteriellen Druck,
so ergibt das optimale Bedingungen fiir den Sauerstoffstoffwechsel des Korpers wéhrend der
HLM-Zeit (PAROLARI et al. 1999).
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2.3.2 Kardioplegie

Die Kardioplegie, also der medikamentds ausgeloste Herzstillstand ohne Herzaktion, hat wih-
rend eines kardiochirurgischen Eingriffes zwei Vorteile: Sie ermdglicht dem Chirurgen zum
einen eine bessere Ubersicht und bessere Manipulationsmdglichkeiten, und sie schiitzt zum
anderen das Herz vor den negativen Einwirkungen der Ischdmie, die die Verwendung der
HLM mit sich bringt (LARSEN 2012). Dabei ist besonders wichtig, dass die Herzaktion
schnell und vollstindig aussetzt, damit nicht unnotig Energie der Kardiomyozyten verloren
geht (HEARSE et al. 1976). Meist wird dieses Ziel durch eine Losung mit hohem Kalium-
und niedrigem Natriumgehalt erreicht. Der durch sie ausgeloste Anstieg des Kaliums sorgt fiir
eine Depolarisation; andere, in der Losung enthaltene Elektrolyte sorgen fiir eine Stabilisie-
rung der Membran in diesem Zustand — der Herzmuskel ist schlaff gelihmt. Eine dariiber hi-
nausgehende Kardioprotektion wird durch die in der Kardioplegielosung enthaltenen Puffer-
substanzen erreicht.

SCHAFF et al. veroffentlichten schon 1978 eine Studie, die zeigte, dass die Kombina-
tion von Hypothermie und (hyperkaldmischer) Kardioplegie positive Auswirkungen auf das
Herz wihrend bzw. nach einem kardiochirurgischen Eingriff mit Verwendung einer HLM hat.
Der Grofiteil der Myokardprotektion geht von der Kardioplegie aus, unterstiitzt durch die
Hypothermie (STRIEBEL 2010).

Nach Anschluss des Patienten an die HLM schlédgt das Herz zunédchst weiter, obwohl
das Blutvolumen schon durch die Maschine gefordert wird. Erst, nachdem die Aorta abge-
klemmt wird, werden die Koronargefdfe nicht mehr perfundiert. Daraufhin wird die Aorten-
wurzel mit einer Kardioplegiekaniile punktiert und die Gabe der kardioplegischen Losung
erfolgt, was den Herzstillstand auslost. Die Kaniile wird dort belassen, sodass Kardioplegiel-
sung nachgegeben werden kann, sollte sich wihrend des kardiochirurgischen Eingriffes wie-
der eine Herzaktion einstellen. Nach Abschluss des Eingriffes am Herzen wird die Aorten-
klemme gedftnet, sodass die Koronarien wieder mit Blut perfundiert werden. Oft stellt sich
darauthin wieder eine Herzaktion ein; falls nicht, muss defibrilliert werden. Die Entw6hnung
des Patienten von der HLM kann erst vorgenommen werden, wenn das Herz stabil arbeitet

und wenn eine physiologische Korpertemperatur wiederhergestellt ist.
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2.4  Probleme nach Einsatz einer Herz-Lungen-Maschine

Die Verwendung einer HLM wihrend eines kardiochirurgischen Eingriffes fiihrt immer zu
Reaktionen des Korpers, welche leichter oder stirker ausgeprigt sein konnen. Die beiden
wichtigsten Mechanismen, mit denen der Korper auf den chirurgischen Eingriff und insbe-
sondere auf die HLM reagiert, sind eine Inflammationsreaktion (LEVY und TANAKA 2003)
und ein Ischdmie-Reperfusionsschaden, bei dem es zur Entstehung von oxidativem und nitro-
sativem Stress kommt (MATATA et al. (2000), Studie an 20 Patienten, an denen kardiochi-
rurgische Eingriffe mit und ohne Verwendung einer HLM durchgefiihrt wurden, und bei de-
nen Marker fiir oxidativen Stress und Inflammation ausgewertet wurden). Die Inflammations-
reaktion und der Ischimie-Reperfusionsschaden hiingen teilweise voneinander ab (Uber-
sichtsarbeiten von LEVY und TANAKA (2003) und RAJA und DREYFUS (2005)) — im Fol-

genden wird néher auf beide eingegangen.

2.4.1 Ischamie-Reperfusionsschaden

Wihrend der Zeit, die der Patient an der HLM verbringt, kommt es zu hypoxischen oder i-
schdmischen Zustinden des ganzen Korpers und/oder bestimmter Organe, die sensibler sind —
wie z. B. die Niere durch ihren hohen Grad an Vaskularisierung (WEIGHT et al. im Jahre
1998, Studie am Rattenmodell {iber die Pathophysiologie von Nieren, die einer warmen I-
schdmie und anschlieBender Reperfusion ausgesetzt waren). Ein wichtiger Grund dafiir ist
eine inaddquate Durchblutung (LEURS et al. 1989) wihrend der HLM-Zeit. Laut LEURS et
al. (1989) kann ein anhaltendes starkes Absinken der Himodynamik perioperativ zu einem
akuten Nierenversagen fiihren. Dieses Absinken kann entweder durch eine zu geringe
Herzauswurfleistung oder eine andere funktionelle Stérung der Herzleistung pré-, intra- o-
der/und postoperativ bedingt sein, oder durch einen zu geringen Perfusionsdruck wéhrend der
HLM-Zeit. Im klinischen Alltag akzeptierte Perfusionsdriicke bewegen sich zwischen 40 und
60 mmHg; kontrastierend dazu verdffentlichten FISCHER et al. im Jahre 2002 eine Studie an
143 Patienten, an denen Kardiochirurgie mit Verwendung einer HLM durchgefiihrt wurde,
und bei der sich zeigte, dass bei Patienten, die postoperativ eine Nierenschidigung entwickel-
ten, langer Perfusionsdriicke von unter 60 mmHg angewendet wurden als bei Patienten, die
postoperativ keine Nierenschadigung zeigten. Die HLM selbst ist aulerdem fiir eine Verénde-
rung des vasomotorischen Tonus der Niere verantwortlich, was den renalen Perfusionsdruck

um bis zu 30 % verringern kann (KUMAR und SUNEJA 2011).
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Wird der Korper bzw. das betroffene Organ nach Abgang von der HLM wieder physiologisch
durchblutet — die sogenannte Reperfusion — kann dies zu einer Verschlimmerung der Proble-
matik fithren: Zellen, die wihrend der Ischdmie reversibel geschiadigt wurden, konnen nun, in
der Reperfusionsphase, irreversible Schiadigungen davontragen (MCCOLL et al. 1998). In der
Reperfusionsphase werden Endotoxine ausgeschwemmt (weil die Mitochondrien ihre Arbeit
wieder aufnehmen und damit die oxidative Phosphorylierung wieder einsetzt), und es kommt
— wie in der Ischdmiephase schon eingeleitet — zur vermehrten Bildung reaktiver Sauerstoff-
spezies (reactive oxygen species, ROS), welche Lipidperoxidationsreaktionen auslosen, die
ihrerseits Zellmembranen destabilisieren (LEHNERT und MARZI 2011). Die Bildung dieser
ROS durch die Verwendung einer HLM wurde von zahlreichen Studien bestdtigt, und wird
auf das Vorkommen der Ischimie mit anschlieBender Reperfusion wéihrend bzw. nach der
Verwendung der HLM zuriickgefiihrt (zum Beispiel KANAOKA et al. (2010), Studie an 21
Patienten, an denen kardiochirurgische Eingriffe mit Verwendung einer HLM durchgefiihrt
wurden und bei denen die reaktiven Sauerstoffmetabolite ausgewertet wurden).

AulBlerdem kommt es zu einer Zunahme von Stickstoffmonoxid (WEIGHT et al. 1998).

ROS — die Superoxidanionen, Wasserstoffperoxid und Hydroxylradikale umfassen —
und Stickstoffmonoxid sind Molekiile, die im Besitz mindestens eines ungepaarten Elektrons
und dadurch sehr reaktionsfreudig sind. Superoxidanionen werden entweder physiologisch bei
der mitochondrialen Atmung als Nebenprodukt, oder wihrend eines Entziindungsgeschehens
in Leukozyten und Endothelzellen durch die Aktivitit der NAD(P)H-Oxidase oder durch die
Aktivitdt der Xanthinoxidase (welche durch die Einwirkung proteolytischer Enzyme, wie sie
bei Entzlindungen und Sauerstoffmangel im Gewebe auftreten, aus der Xanthindehydrogena-
se entsteht) gebildet (GROTE und POHL 2005). Zwei Superoxidanionen ergeben zusammen
mit zwei Protonen unter Einwirkung der Superoxiddismutase Wasserstoffperoxid. Das Enzym
Superoxiddismutase (und auch die Katalase, s. u.) gilt daher als korpereigenes Antioxidans,
weil es das reaktionsfreudige Superoxidanion in weniger reaktionsfreudiges Wasserstoffpero-
xid umwandeln kann. Wasserstoffperoxid wird im giinstigen Fall durch Katalase weiter zu
Wasser und Sauerstoff abgebaut, oder allerdings, im ungiinstigen Fall, entweder in Gegenwart
zweiwertigen Eisens und anderer Ubergangsmetallionen, oder durch die Radiolyse von Was-
ser in ein Hydroxylion und ein Hydroxylradikal gespalten (BRANDT 2003). Hydroxylradika-
le wiederum sind sehr reaktionsfreudig.

Stickstoffmonoxid ist ein wichtiges Signaliibertragungsmolekiil und ein bekannter Va-
sodilatator. Es entsteht physiologisch in Zellen durch die Reaktion der Aminosdure L-Arginin

mit Sauerstoff unter der Einwirkung der Stickstoff-Synthase. Es gibt drei verschiedene Iso-
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formen dieser Synthase: Zwei unter physiologischen Bedingungen in den Neuronen bzw. in
dem Endothel aktive (die nNOS bzw. die eNOS) und eine induzierbare (iNOS) in den
Makrophagen, deren Expression durch Entziindungsreaktionen getriggert wird. Geschieht nun
eine solche Reaktion im Gewebe, liegt mehr Stickstoffmonoxid als gewohnlich vor. Dies
kann zum einen — nachdem es als Vasodilatator initial von Vorteil fiir hypoxisches Gewebe ist
— zu einer refraktorischen Hypotension fiihren (LAFFEY et al. 2002), welche in der Reperfu-
sionsphase das Gewebe noch mehr schidigt. AuBerdem reagiert das in pathologisch groB3en
Quantititen vorliegende Stickstoffmonoxid nun mit den ebenfalls durch die oben erklirte Re-
aktion im Uberfluss vorhandenen Superoxidanionen zu dem sehr reaktionsfreudigen Oxidans
Peroxinitrit, welches Schéden in den Zellen anrichtet (DEUTZMANN 2006). Stickstoffmo-
noxid und sein Nachfolgeprodukt Peroxinitrit werden zusammen als reaktive Stickstoffspezies
(reactive nitrogen species, RNS) bezeichnet.

Da die ROS und die RNS Oxidantien sind, miissen sie sich immer im Gleichgewicht
mit korpereigenen Antioxidationsmechanismen befinden. Solche Antioxidantien sind z. B. die
oben erwihnten Enzyme Superoxiddismutase und Katalase oder auch Peroxidasen, auBBerdem
Metallionen-bindende- und Heat-Shock-Proteine sowie Radikalfanger wie die Vitamine E und
C, Glutathion, Bilirubin oder Harnsédure (GROTE und POHL 2005). Ist die Balance zwischen
diesen Mechanismen und den Oxidantien gestort, so spricht man davon, dass oxidativer (im
Falle der ROS) bzw. nitrosativer (im Falle der RNS) Stress auf die Zellen einwirkt. Dies du-
Bert sich durch Protein- und Lipidperoxidation und durch Schidigung der DNS (KOSE et al.
(2011), Studie an 60 Patienten, die hdmo- bzw. peritonealdialysiert wurden und bei denen
anschlielend verschiedene Marker fiir oxidativen und nitrosativen Stress ausgewertet wurden)
— was zu Zellschiden bzw. -tod fiihrt.

Diese DNS-Schidigungen werden vor allem durch ROS ausgeldst, aber auch durch
den Apoptose-induzierenden Faktor AIF, welcher sich physiologisch im intramembrandsen
Raum der Mitochondrien authélt, aber bei einer Schadigung der Zelle (und damit des Mito-
chondriums) austritt und durch das Zytosol in den Zellkern wandern kann, wo es neben DNS-
Schidigung auch Chromatin-Kondensation verursacht (CANDE et al. 2002). Die DNS-
Schidigungen I6sen ihrerseits die Aktivierung der poly-ADP-Ribose Polymerase aus, welche
ein Reparaturenzym ist — fiir ihre Arbeit benétigt sie vermehrt Adenosintriphosphat (ATP),
was dessen Verbrauch steigert (STROSZNAJDER et al. 2005). Das verschlimmert allerdings
den Zustand der Zellen, da wihrend der vorhergegangenen Ischdmie das in den Zellen vor-
handene ATP bereits stark verbraucht wurde (es entstehen sukzessive ADP, AMP, Adenosin,

Inosine und am Ende Hypoxanthin (KLONER et al. 1989)), es aber aufgrund des Sauerstoft-
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mangels nicht wieder nachgebildet werden kann. Die Zellen koénnen ihre physiologischen
Ionengradienten nicht aufrecht halten, was nicht nur zu direkten Zellschidigungen wie
Schwellungen und Odemen fiihrt, sondern auch zur Freisetzung chemotaktischer Faktoren
(GERRITSEN et al. (2001), Studie an 40 Patienten, an denen Kardiochirurgie mit bzw. ohne
Verwendung einer HLM vorgenommen wurde. Marker fiir oxidativen Stress und fiir eine Nie-

rendysfunktion wurden ausgewertet).

2.4.2 Inflammationsreaktion

Wenn vaskularisiertes Gewebe auf irgendeine Art geschadigt wird, reagiert es mit dem Ver-
such, den Verursacher der Schidigung zu eliminieren — durch eine lokalisierte Entziindungs-
reaktion. Diese kann sich, abhéngig von der Stirke der Schiadigung bzw. ihrer Ursache, gene-
ralisieren bzw. auBler Kontrolle geraten. Wéhrend und nach der Verwendung einer HLM ist
eine Inflammationsreaktion, die in unterschiedlichen Auspragungen in verschiedenen Organe
auftreten kann, immer eine Antwort des Korpers (LEVY und TANAKA 2003). Mehrere Stu-
dien — vorgestellt in der Ubersichtsarbeit von ATLURI et al. (2009) — haben kardiochirurgi-
sche Operationen mit und ohne die Verwendung einer HLM untersucht und sind zu dem
Schluss gekommen, dass die Eingriffe ohne eine HLM signifikant weniger negative systemi-
sche Begleiterscheinungen und daraus resultierende Pathologien zeigten.

Ausloser der Inflammationsreaktion sind vor allem der Fremdkontakt des Blutes mit
der HLM (COURTNEY et al. 1999), aber auch die Chirurgie an sich (GIANNOUDIS et al.
2006), auBerdem Endotoxine, die durch eine Schidigung der Darmbarriere — ausgeldst durch
eine splanchnische Vasokonstriktion wihrend der HLM-Zeit — in den Blutstrom gelangen und
indirekt eine Entzlindungsreaktion triggern (MCNIKOL et al. 1999). Ein weiterer Faktor ist
der Ischdmie-Reperfusionsschaden. Der dabei entstehende oxidative Stress (vgl. 2.4.1) fiihrt
dazu, dass das Endothel in den minderperfundierten GefdBen verstirkt Adhésionsmolekiile
(E- und P-Selektine und Angehorige der Immunglobulin-Superfamilie) exprimiert und eine
Emigration von Leukozyten induziert (GROTE und POHL 2005). AuBlerdem werden in dieser
Phase vermehrt polymorphkernige neutrophile Granulozyten aktiviert, welche sich dann zu
jenen Adhésionsmolekiilen begeben und dort Zytotoxine freisetzen (ROYSTON 1997). Zu-
sédtzlich gibt es Hinweise darauf, dass Hypothermie, ein Absinken des Blutdruckes (bei nicht-
pulsatilem Blutfluss), eine relative Andmie und Medikamente oder auch die Gabe von Fremd-

blut eine Rolle spielen (ROYSTON 1997).
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Bei einer systemischen Inflammation arbeiten unterschiedliche Mechanismen zusammen,
wovon laut LAFFEY et al. (2002) die Schliisselkomponenten folgende sind: Die Komple-
ment-, die Zytokin- und die Koagulationskaskade, Stickstoffmonoxid (vgl. 2.4.1) und Endo-
thel- und andere Zellen der zelluldiren Immunantwort. Das durch die Chirurgie gesetzte Trau-
ma und die HLM zusammen fiihren zu einer Aktivierung des Komplementsystems, laut LAF-
FEY et al. (2002) sind urséchlich fiir diese Aktivierung aulerdem der Reperfusionsvorgang
ischdmischen Gewebes und die Antagonisierung von Heparin mit Protamin. Das Komple-
mentsystem aktiviert seinerseits zum einen zusammen mit der ebenfalls durch die HLM aus-
gelosten Ischdmie-Reperfusionssituation das Endothel, und zum anderen Mono- und Lym-
phozyten sowie Makrophagen — die als Leukozyten der zelluliren Immunantwort angehoren
und auBerdem auch durch den Fremdkontakt mit der HLM aktiviert werden. Die Endothelzel-
len und die aktivierten Zellen sezernieren nun Zytokine. Die pro- (z. B. IL-8 und TNF-alpha)
und antiinflammatorischen (z. B. IL-10) Zytokine geraten in eine Imbalance (BRIX-
CHRISTENSEN 2001), ihr Vorhandensein lockt zusitzlich polymorphkernige neutrophile
Granulozyten in das geschidigte Gebiet. Diese degranulieren und setzen Zytotoxine frei und
produzieren durch den oxidative burst ROS (KAWAHITO et al. (2000), Studie an elf Patien-
ten, an denen ein kardiochirurgischer Eingriff mit Verwendung einer HLM vorgenommen
wurde und bei denen der Neutrophilenstatus bestimmt wurde). Dies alles schidigt Endothel
und umliegendes Gewebe, was bis zur Organbeeinflussung bzw. -schidigung fithren kann.

Eine wichtige Rolle spielt auch die Koagulationskaskade, die iiber humorale und zellu-
laire Wege eng mit der Entziindungsantwort verbunden ist, wobei Thromboplastin eine grof3e
Rolle spielt. Die Koagulationskaskade wird unter anderem von Zytokinen bzw. dem gesché-
digten Endothel aktiviert. Kdrpereigene Pro- und Antikoagulantien befinden sich nach Durch-
fiihrung eines kardiochirurgischen Eingriffes mit einer HLM oft in Imbalance (LAFFEY et al.
2002) und es kann zu Koagulations- bzw. Blutungspathologien kommen.

Studien haben gezeigt, dass die HLM offensichtlich das Komplementsystem und po-
lymorphkernigen neutrophile Granulozyten (gemessen durch die Erhdhung der Elastase, ein
Enzym aus der Granula dieser Granulozyten) aktiviert (ASCIONE et al. (2000), Studie an 60
Patienten, an denen Herzchirurgie mit bzw. ohne eine HLM vorgenommen wurde), die Sekre-
tion verschiedener Zytokine (IL-8, IL-10 und TNF-alpha) triggert (DIEGELER et al. (2000),
Studie an 30 Patienten, an denen Herzchirurgie mit bzw. ohne eine HLM vorgenommen wur-
de) und das C-reaktive Protein — ein Akute-Phase-Protein und ein im klinischen Alltag oft
genutzter Marker fiir Entziindungen — im Blutplasma erh6ht (SCHULZE et al. (2000), Studie

an 26 Patienten, an denen Herzchirurgie mit bzw. ohne eine HLM vorgenommen wurde).
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2.5 Die Niere und die pidiatrische Kardiochirurgie mit Herz-Lungen-

Maschine

Eine Nierenschidigung oder sogar ein akutes Nierenversagen mit oder ohne Dialysepflichtig-
keit sind schwerwiegende und nicht selten vorkommende Komplikationen kardiochirurgischer
Eingriffe bei Kindern. Eine Beeintriachtigung der Niere kann alleine oder auch im Rahmen
eines Multiorganversagens vorkommen und ist assoziiert mit einer hohen Mortalitétsrate und
einer Verldngerung des Intensivstation- und auch des gesamten Krankenhausaufenthaltes.
Laut LI et al. (2011) tritt eine akute Nierenschddigung (hier definiert als Anstieg des Se-
rumkreatininwertes vom praoperativen Wert auf 50 % oder mehr innerhalb der ersten sieben
Tage nach dem Eingriff) assoziiert mit einer Operation am kindlichen Herzen mit einer Wahr-
scheinlichkeit von 42 % auf, eine signifikant erhohte Mortalitit ist nicht assoziiert. In diese
Studie wurden Korrekturen angeborener Herzfehler mit Verwendung einer HLM an 311 pi-
diatrischen Patienten mit einem durchschnittlichen Alter von 3,8 Jahren einbezogen. In einer
2005 von BASKIN et al. vorgestellten Untersuchung an 64 Kindern mit einem durchschnittli-
chen Alter von drei Monaten trat akutes Nierenversagen (definiert als ein Serumkreatininwert
von iiber 1,2 mg/dl und/oder eine Urinausscheidung von weniger als 0,5 ml/kg/h {iber mehr
als vier Stunden ohne dass ein Ansprechen auf die Gabe von Fliissigkeiten, Diuretika oder
Inotropika gezeigt wurde) nach einem herzchirurgischen Eingriff mit einer HLM mit einer
Wahrscheinlichkeit von 32,8 % auf. Die Mortalitdtsrate lag bei diesen Patienten bei 66,7 %.
Nierenversagen mit Dialysepflichtigkeit tritt mit einer Wahrscheinlichkeit von 2,7 % auf und
zeigt eine Mortalitdt von 79 % (laut PICCA et al. (1995), Studie an 2262 Kindern, an denen
kardiochirurgische Eingriffe mit einer HLM vorgenommen wurden).

LEVY und TANAKA zeigten in ihrer Ubersichtsarbeit aus dem Jahre 2003, dass das
generelle Risiko, ein Nierenversagen nach einer Operation am offenen Herzen mit Verwen-
dung einer HLM zu entwickeln, signifikant erhoht ist.

Risikofaktoren fiir eine Nierenschddigung im Kontext einer Herzoperation bei Kindern
sind laut LI et al. (2011) ein junges Alter — was darauf zuriickgefiihrt wird, dass die glomeru-
lare Filtrationsrate erst im Alter von zwei Jahren maximal ausgebildet ist und die Nieren jiin-
gerer Patienten daher anfilliger flir Ischdmien oder Inflammationsgeschehen sind — und die
HLM-Zeit. Erwdhnenswert beziiglich der Risikofaktoren ist nach LI et al. (2011) auch, dass
sich diejenigen von Kindern im Gegensatz zu denjenigen Erwachsener dahingehend grundle-
gend unterscheiden, dass Kinder in den meisten Féllen zum Zeitpunkt des kardiochirurgischen

Eingriffes keine sonstigen Begleitkrankheiten aufweisen. Risikofaktoren fiir das Auftreten
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eines akuten Nierenversagens sind laut BASKIN et al. (2005) die Zeit, die der Patient an der
HLM verbrachte, die Dauer der Aortenverschlusszeit, eine starke Hypotension und niedrige
Serumalbuminwerte; nach PICCA et al. (1995) das Patientenalter, die Zeit, die der Patient an
der HLM verbrachte, die Dauer der Aortenverschlusszeit — wobei darauf hingewiesen wird,
dass komplexe kongenitale Herzfehler, die eine langere Korrekturzeit benétigen, oft in einem
sehr jungen Patientenalter durchgefiihrt werden — eine arterielle Hypo- und/oder eine venose
Hypertension und die Gabe von Dopamin in einer Dosierung von mehr als 15 pg/kg/min.

Griinde fiir die empfindliche Reaktion der Niere auf diese Art von Operation sind laut
PICCA et al. (1995) die himodynamischen Beeinflussungen und Verédnderungen, die die Nie-
re wihrend der HLM-Zeit erleidet (vgl. 2.4.1). In der Studie von BASKIN et al. (2005) war
der Grund fiir alle in der Untersuchung erfassten Fille von akutem Nierenversagen eine renale
Ischimie, ausgeldst durch den kardiochirurgischen Eingriff mit einer HLM. Laut der Uber-
sichtsarbeit von ABU-OMAR und RATNATUNGA aus dem Jahre 2006 kénnen auch Neph-
rotoxine unterschiedlicher Genese und Mikroembolien Schuld an einer Nierenschidigung
durch die HLM tragen.

ASCIONE et al. zeigten im Jahre 1999 beim Vergleich koronarer Bypassoperationen
mit und ohne eine HLM an 50 adulten Patienten, dass das Weglassen der HLM eine weitaus

bessere Protektion der Nierenfunktion bietet.

18



2.6 (-)-Epigallocatechin-3-Gallat

(-)-Epigallocatechin-3-Gallat (EGCGQG) ist ein natiirlich vorkommender Bestandteil des griinen
Tees. In Asien wird der griine Tee (frische, getrocknete Blitter der Pflanze Camellia sinensis,
also unfermentiert) schon seit Jahrtausenden von einem breiten Bevilkerungsspektrum tagtég-
lich konsumiert und ist nach Wasser eines der am meisten konsumierten Getrinke der Welt.
Griiner Tee besteht zu 20 bis 40 % aus Polyphenolen, von denen 60 bis 80 % Katechine sind,
womit er den Katechingehalt aller anderen Teesorten iibertrifft (MAK 2012). Von diesen Ka-
techinen des griinen Tees wiederum macht EGCG mehr als 50 % aus; ihm wird der GroBteil
der positiven Auswirkungen auf die Gesundheit, die mit dem Genuss von grilnem Tee assozi-
iert werden, zugeschrieben (NAGLE et al. 2006).

EGCG wurde in den letzten Jahren intensiv von mehreren Standpunkten ausgehend er-
forscht und es stellte sich heraus, dass es unterschiedliche Fihigkeiten hat. LAMBERT und
ELIAS zeigten in ihrer 2010 verdffentlichten Ubersichtsarbeit, dass EGCG in Tiermodellen
die Tumorgenese in verschiedenen Stadien hemmen kann. LEVITES et al. veroffentlichten
2001 eine Mausmodell-Studie iiber die neuroprotektiven Fihigkeiten von EGCG. THA-
WONSUWAN et al. untersuchten 2010 an der Regenbogenforelle die immunostimulierenden
Eigenschaften von EGCG. EL-MOWAFY et al. wiesen 2011 in ihrer Studie iiber Cisplatin-
induzierte Nephrotoxizitit am Rattenmodell antiinflammatorische Effekte von EGCG nach.
JANG et al. untersuchten 2010 Gehirnzellen, die Chinolinsdure ausgesetzt worden waren, und
zeigten dabei, dass EGCG antiapoptotisch wirksam ist. SCHROEDER et al. veroffentlichten
2009 eine in-vitro-Untersuchung an Rattenneuronen, die zeigte, dass der antiapoptotische
Effekt von EGCG darauf zuriickzufiihren ist, dass es sich in Mitochondrien anreichert, wo es
als Radikalfanger wirkt. An dieser Stelle muss berticksichtigt werden, dass EGCG in der in-
vitro-Forschung auch proapoptotische Effekte gezeigt hat — dies ist besonders fiir die Krebs-
forschung von groBler Relevanz. Diese Effekte sind jedoch dosis- und zeitabhéngig, wie auch
von QIN et al. im Jahre 2007 in einer in-vitro-Studie an menschlichen Harnblasenkrebszellen
gezeigt wurde.

Fiir die in dieser Dissertation vorgestellten Studie sind vor allem die beiden letztge-
nannten Forschungsergebnisse (beziiglich der antiinflammatorischen und der antiapoptoti-
schen Effekte von EGCQG) relevant. Von noch groBerer Wichtigkeit aber ist die von RIET-
VELD und WISEMAN im Jahre 2003 vorgestellte direkte antioxidative Wirkweise von
EGCG durch seine Radikalfanger-Féhigkeit, welche in vitro schon vielfach bewiesen worden

war, unter anderem 1999 von NANJO et al. Die bereits oben erwihnte Studie an Gehirnzellen
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von JANG et al. (2010) zeigte auBBerdem, dass EGCG die Stickstoffmonoxidproduktion hem-
men kann — eine antinitrosative Wirkweise, die bei nitrosativem Stress von Wichtigkeit ist.
Auch einige in-vivo-Studien zeigen die antioxidativen Fahigkeiten von EGCG (z. B. FIORINI
et al. (2005) am Mausmodell an der Leber, CHOI et al. (2004) am Rattenmodell nach vorii-
bergehender Okklusion einer Hirnarterie). KHAN et al. (2009) veroffentlichten eine Studie
iiber die renoprotektive Wirkung von grilnem Tee nach Cisplatingabe, die zeigte, dass die
Katechine des griinen Tees, deren Grofiteil EGCG ausmacht, in der Lage sind, korpereigene
Antioxidantien zu verstirkter Aktivitit zu veranlassen.

Mit diesen Fahigkeiten ist es EGCG moglich, den Korper bzw. Zellen vor ROS (in-
vitro-Studie von GUO et al. 1999) und RNS (in-vitro-Studie von PAQUAY et al. 2000) und
den damit einhergehenden oxidativen bzw. nitrosativen Schiden zu schiitzen. Diese Schiden
spielen nicht nur bei vielen Tumoren, bei kardiovaskuldren und neurodegenerativen Erkran-
kungen (also chronischen Krankheiten) eine Rolle, sondern auch bei den hier untersuchten
Auswirkungen eines kardiochirurgischen Eingriffes mit einer HLM.

Hervorzuheben ist an dieser Stelle, dass EGCG mehr als ein einfaches Antioxidans ist.
Wie oben dargestellt, hat es neben seinen antioxidativen (Radikalfanger) auch antinitrosative,
antiapoptotische und antiinflammatorische Féahigkeiten, was es zu einer vielseitigen und viel-
versprechenden Substanz macht. Die Kombination dieser Wirkweisen war Grund zu der An-
nahme, dass EGCG in der Situation, in der sich der Kérper wihrend und nach einer kardiochi-
rurgischen Intervention mit Verwendung einer HLM befindet, anderen Antioxidantien gegen-
iiber iiberlegen sein konnte. Daher wurde EGCG in der in dieser Dissertation vorgestellten

Studie eingesetzt.
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3 Tiere, Material und Methoden

3.1 Versuchsdurchfiihrung

3.1.1 Versuchstiere und Gruppeneinteilung

Bei den Versuchstieren handelte es sich um ca. vier Wochen alte, 8 bis 15 kg schwere Ferkel
der Rasse Angler-Sattelschwein. Die Ferkel waren entweder noch nicht oder wenige Tage
zuvor abgesetzt worden und daher nicht niichtern. Die Operationen fanden unter der Geneh-
migungsnummer W 05/11 statt und wurden genehmigt vom Regierungsprasidium Leipzig,
Referat 24, Braustrae 2 in 04013 Leipzig am 2.12.2010. Bezugsquelle der Tiere war das
Lehr- und Versuchsgut Oberholz der Veterindrmedizinischen Fakultdt der Universitit Leip-
zig.

Es wurden zuerst Vorversuche mit insgesamt vier Ferkeln vorgenommen. Dann wurde
mit den Hauptversuchen begonnen, fiir die 23 Versuchstiere verwendet wurden. Diese wurden
in drei Gruppen geteilt: Eine Kontrollgruppe (n=7; drei ménnliche und vier weibliche Ferkel),
eine HLM-Gruppe (n=10; sechs mannliche und vier weibliche Ferkel) und eine EGCG-
Gruppe (n=6; drei minnliche und drei weibliche Ferkel).

Die Tiere der HLM- und der EGCG-Gruppe wurden jeweils andsthesiert, thorakoto-
miert und fiir 90 Minuten an die HLM angeschlossen. Darauf folgten 30 Minuten Reperfusi-
onszeit (wihrend denen das Herz wieder selbstdndig zu schlagen begann, wobei die Ferkel
jedoch noch an die HLM angeschlossen waren) und weitere 90 Minuten Rekonvaleszenzzeit,
wihrend denen die HLM stand und die Tiere mit erdffnetem Thorax in Narkose lagen. Die
Ferkel der EGCG-Gruppe bekamen zu zwei definierten Zeitpunkten (15 Minuten vor An-
schluss an die HLM und direkt nach Entwohnung von der HLM) wihrend des Versuches je-
weils eine i. v. Injektion des untersuchten Wirkstoffs EGCG (,,Epigallocatechingallate* Sig-
ma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D) in der Dosierung 10 mg/kg KM aufgeldst in 10 ml
0,9 %-igem NaCl. Am Ende des Versuches erfolgte die Euthanasie aller Tiere durch Entblu-
ten in tiefer Narkose.

Zusitzlich zu diesen beiden Gruppen existierte eine Kontrollgruppe, welche ebenfalls
andsthesiert und thorakotomiert, nicht aber an die HLM angeschlossen wurde. Die Kontroll-
gruppe zeigt, welche Verdnderungen bereits durch eine Narkose und Thorakotomie verursacht
werden. Im Vergleich mit der HLM-Gruppe wird dann offensichtlich, wie der Zustand nach

Anisthesie, Thorakotomie und Durchfilhrung einer extrakorporalen Zirkulation ist. Die
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EGCG-Gruppe wiederum zeigt den Einfluss des EGCG auf den Korper und insbesondere
natiirlich auf die in dieser Dissertation untersuchte Niere nach Anésthesie, Thorakotomie und

Durchfiihrung der HLM.

3.1.2 Anisthesie, Kreislaufstabilisierung und Monitoring

3.1.2.1 Pramedikation

Das genaue Gewicht der Ferkel wurde im Stall festgestellt, dann bekamen sie eine Pramedika-
tion mit Atropinsulfat (,,Atropinsulfat 0,5 mg/ml*“ B. Braun, Melsungen, D in der Dosierung
0,02 mg/kg KM i. m.) und Midazolam (,,Midazolam-ratiopharm* 15 mg/3ml Injektionslosung
Ratiopharm GmbH, Ulm, D in der Dosierung 0,5 mg/kg KM i. m.) und wenige Minuten dar-
auf Ketaminhydrochlorid (,,Ursotamin‘ 100 mg/ml Serumwerk Bernburg AG, Bernburg, D in
der Dosierung 25 mg/kg KM i. m.) intramuskuldr in die Halsmuskulatur nahe des Ohrgrundes
injiziert. Nach Wirkungseintritt der Pramedikation wurden die Ferkel in den Tier-

Operationstrakt des Herzzentrums verbracht.

3.1.2.2 Intubation und arterielle und venose Zuginge

Im Tier-Operationstrakt wurde den Ferkeln ein Zugang in die V. auricularis des Ohrs (,,Vaso-
fix Safety* B. Braun, Melsungen, D in der GroBe 22 G, 0,9 * 25 mm) gelegt, durch den bei
Bedarf Ketaminhydrochlorid zur Verldngerung der Sedation injiziert werden konnte.

Die Tiere wurden dann in Riickenlage auf den OP-Tisch gelagert und mit einem elasti-
schen Einmaltubus der GroBe 5,5 French (,,Profile Soft Seal Cuff* Portex, Keene, NH, USA)
oral intubiert. Ein elektrostatischer, kleiner Filter (,,DAR* Covidien, Mansfield, MA, USA)
wurde zwischen Tubus und Beatmungsgerit (,,Cato* der Firma Dréger, Liibeck, D) geschal-

tet, und das Beatmungsgerit wurde wie in Tabelle 4 dargestellt eingestellt.

Tabelle 4: Einstellung des Beatmungsger:iites

Ventilation TI:TE Vt PEEP P max Atem- Sauer- Luft Isofluran

frequenz | stoff

IPPV 1:1,2 10 ml/’kg | O mbar 25 mbar | 31/min 1,51/min | 1,5 1/min | 1-1,5
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Wihrend des gesamten Versuches wurden die Ferkel engmaschig iiberwacht, um bei Bedarf
— vor allem natiirlich wéhrend der kritischen HLM-Zeit — Einstellungsdnderungen vornehmen
zu konnen.

Es wurden Zuginge in die V. jugularis und in die A. und die V. femoralis gelegt. Uber
den zentralvendsen Katheter (ZVK, ,,viellumiger Polyurethan-Verweilkatheter* Arrow, Rea-
ding, PA, USA der GroBle 7 Fr * 20 cm mit Blue Flex Tip) in der V. jugularis liefen die Anal-
gesie und zeitweise die Narkose (vgl. 3.1.2.3). Dieser dreischenklige Zugang ermdglichte
ebenso die Gabe anderer eventuell notwendiger Medikamente, auf die im weiteren Verlauf
ndher eingegangen wird. Des Weiteren lagen in diesem Zugang auch die Sonde zur Ermitte-
lung des zentralvendsen Druckes und die Temperatursonde fiir die Kalibrierung der ,,Pulse
Contour Cardiac Output™ (,,PiICCO*)-Messung.

Uber den arteriellen Zugang (,,Pulsiocath 5 F Thermodilution Catheter 20 cm” Pulsion
Medical Systems AG, Miinchen, D der Grofle 5 Fr * 20 cm) erfolgte ein hdmodynamisches
Monitoring durch die invasive Bestimmung des Blutdruckes und des Herz-Zeit-Volumens
(vgl. 3.2.2) iiber das ,,PICCO*“-System. Er diente aulerdem zur Blutprobenentnahme arteriel-
len Blutes.

Der Zugang in der V. femoralis (,,Hemostasis Introducer” St. Jude Medical, Minne-
tonka, MN, USA der GroBle 4 Fr) ermdglichte die Gabe von Infusionen (vgl. 3.1.2.3) und die
Probenentnahme vendsen Blutes.

An der Zunge wurde ein Pulsoximeter zur Messung der Sauerstoffséttigung platziert.

Das Monitoring konnte nun mithilfe des Gerétes ,,Infinity Delta* der Firma Dréger,
Liibeck, D erfolgen.

In halbstiindigem Abstand wurden arterielle Blutgasanalysen mit dem Gerdt ,,ABL
725 der Firma Radiometer Medical ApS, Bronshoj, DK durchgefiihrt, um noétigenfalls Ein-
stellungsdnderungen vorzunehmen (siehe Tabelle 7, Verwendetes Zubehor fiir die Anésthesie,

das Monitoring und die chirurgische Intervention).

3.1.2.3 Medikamentoses Regime und Infusionen

Von dem Moment der Intubation an erfolgte die kiinstliche Beatmung mit Isofluran (,,Isoba*
Intervet, UnterschleiBheim, D in der Dosierung 2,5 bis 5 Volumenprozent zur Anflutung und
1 bis 1,5 Volumenprozent als Erhaltungsdosis), Sauerstoff und Luft (jeweils 1,5 I/min) liber
den Verdampfer ,,Vapor 19.3*“ Driger, Liibeck, D durch ein halbgeschlossenes System (Be-

atmungsgerit ,,Cato* der Firma Dréger, Liibeck, D).
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Wihrend der 120 Minuten, die die Ferkel insgesamt an der HLM verbrachten, wurde die
kiinstliche Beatmung auf ein Minimum reduziert, da die HLM die Oxygenierung des Blutes
iibernahm. In dieser Zeit wurde die Narkose durch die intravendse Gabe von Propofol (,,Pro-
pofol 2% 20 mg/ml MCT Fresenius Kabi, Bad Homburg, D in der Dosierung 13 bis 17
mg/kg/ml/h i. v. durch die Perfusorpumpe) aufrechterhalten. Kurz vor Ende der HLM- und
Reperfusionszeit wurde der positive endexpiratorische Druck (PEEP) kurzzeitig auf 10 mbar
eingestellt, um die Lunge zu bldhen und somit Atelektasenbildung vorzubeugen. Diese Um-
stellung der Narkose von Isofluran auf Propofol wurde selbstverstdndlich auch bei der Kon-
trollgruppe, die nicht an die HLM angeschlossen wurde, vorgenommen. Diese Tiere wurden
wihrend der 120 Minuten mit einem Sauerstoff-Luft-Gemisch beatmet.

Die Analgesie wurde wéhrend der gesamten Dauer des Versuches durch Sulfentanildi-
hydrogencitrat (,,Sufenta® 50 pg/ml Injektionslésung Janssen-Cilag, Neuss, D in der Dosie-
rung 3 pg/kg Bolus initial, 1 bis 2 ug/h/10 kg Erhaltung i. v. durch die Perfusorpumpe) ge-
wiahrleistet.

Vor Beginn der chirurgischen Intervention bekamen die Ferkel Pancuroniumbromid
(,,Pancuronium-ratiopharm* Ratiopharm GmbH, Ulm, D in der Dosierung 0,2 mg/kg KM 1.
v.) als Muskelrelaxans.

Zur Abdeckung des Fliissigkeitsbedarfs und um den Mitteldruck und den Hamatokrit
in physiologischen Bereichen zu halten, wurden jedem Ferkel individuell unterschiedliche
Quantititen unterschiedlicher Infusionslosungen infundiert (Natriumchlorid ,,Isotonische
Kochsalzlésung 0,9 % 500 ml“ Serumwerk Bernburg AG, Bernburg, D; Natriumchlorid, Ka-
liumchlorid, Calciumchloriddihydrat, Magnesiumchloridhexahydrat, Natriumacetattrihydrat
,»E 158 Elektrolyt Infusions Losung 500 ml*“ Serumwerk Bernburg AG, Bernburg, D; Hydro-
xyethylstirke ,,HES 6 130/0,42 in Ringer Acetat 500 ml Vitafusal 6 %*“ Serumwerk Bernburg
AG, Bernburg, D; Glucose-Monohydrat ,,Glucosteril 5% 500 ml*“ Fresenius Kabi Deutschland
GmbH, Bad Homburg, D; vgl. Tabelle 15).

Sonstige Medikationen waren abhéngig von der jeweiligen Herz-Kreislauf-Situation,
dem Sdure-Basen-Haushalt und dem Blutdruck bzw. dem Fliissigkeitshaushalt. Notig waren
in fast allen Fallen in der Rekonvaleszenzphase Katecholamine (,,Arterenol* (Norepinephrin)
und ,,Suprarenin® (Epinephrin), Sanofi-Aventis Deutschland GmbH, Frankfurt a. M., D in der
Dosierung 0,01 mg/Tier i. v. in Notfallsituation; 0,1 mg/ml/h 1. v. aus dem Perfusor als Erhal-
tungsbedarf), aulerdem zur Rhythmusstabilisierung Magnesiumsulfatheptahydrat (,,Mg 10%
Inresa® Inresa Arzneimittel GmbH, Freiburg, D in der Dosierung 1 g/Tier i. v.) und Calci-

umgluconat (,,Calciumgluconat 10%*“ B. Braun, Melsungen, D in der Dosierung 23
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mmol/Tier i. v.). Als Puffer gegen azidotische Stoffwechsellagen standen Natriumhydrogen-
carbonat (,,Natriumhydrogen-carbonat 1 molar 8,4 %*“ Serag Wiessner KG, Naila, D) oder
Trometamol (,,3 M-Trometamol-Losung Baxter” Baxter Deutschland GmbH, Unterschlei3-
heim, D) zur Verfiigung. Dosierungen fiir beide Medikamente errechnete man mit der Stan-
dardformel (-BE) * 0,3 * kg KM = mmol Natriumhydrogencarbonat bzw. Trometamol/Tier i.

v. (siche Tabelle 6 fiir eine genaue Auflistung aller Medikamente).

3.1.3 Versuchsablauf

3.1.3.1 Operation

Nachdem alle Messsonden und Zugénge wie oben beschrieben platziert waren, wurde chirur-
gisch {iber einen lateralen Zugang durch die Bauchdecke die linke Niere freigelegt, und unter
Verwendung einer Biopsiezange wurden zwei Proben entnommen. Der Hautschnitt wurde
durch Einzelhefte wieder verschlossen.

Nach Beendigung dieser Vorbereitung wurden die Ferkel median sternotomiert. Durch
einen Thoraxspreizer konnten das Herz und die herznahen Gefdlle dargestellt werden. Nach
teilweiser Resektion des Thymus und Ligatur der A. mammaria zur besseren Ubersicht iiber
das Operationsfeld wurde das Perikard erdffnet. In das rechte Herzohr, in den Aortenbogen
und in die Aortenwurzel wurden Tabaksbeutelnihte eingebracht. Darauthin erfolgte an eben-
diesen anatomischen Strukturen die Kaniilierung fiir die HLM, wobei die arterielle Kaniile
den Aortenbogen, die vendse Kaniile das rechte Herzohr und die Kardioplegienadel die Aor-
tenwurzel punktierte. Die Kaniilen wurden mittels Tourniquets gesichert.

Nun wurden die mit dem Primingvolumen (vgl. 3.1.3.2.1) gefiillten Schlduche der
HLM mit den Kaniilen verbunden und dieselbe wurde gestartet. Damit begann die 90-

miniitige sogenannte HLM-Zeit.

3.1.3.2 Herz-Lungen-Maschine

Das Gerét, mit dem bei diesem Versuch gearbeitet wurde, war ein ,,SIII* der Firma Stockert
Instrumente GmbH, Miinchen, D bestehend aus Rollerpumpen, die mit nicht-pulsatilem Fluss
verwendet wurden, Konsolen und Monitoringgerdten. Aufgrund der Grof3e und des Gewichtes
der Ferkel wurden pédiatrische Einmal-Schlauchsysteme (,,Kinder Kompl. Set* Sorin Group

Deutschland GmbH, Miinchen, D) mit einem Durchmesser von 1 cm und pédiatrische Ein-
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mal-Membranoxygenatoren mit vorgeschaltetem Hartplastikreservoir (,,D901 Lilliput* Dide-
co, Mirandola, I) verwendet. Dieses Reservoir hatte eine Kapazitit von 1800 ml. Die vendse
und die arterielle Kaniilierungsnadeln stammten ebenfalls aus der Padiatrie (,,Venous Catheter
Dia 6/8 mm 24 F Soft Tip*“ Polystan A/S, Virlose, DK und ,,Arterielle Kaniile 10 F* Polystan
A/S, Virlose, DK).

Vor Anschluss der HLM wurden die Schlduche mit dem Primingvolumen befiillt (vgl.
3.1.3.2.1).

Aus dem rechten Herzohr floss das Blut aufgrund der Gravitation durch die vendse
Kantile in das rdumlich tiefer gelegene vendse Reservoir. Auch der HLM-Sauger (,,Sauger 5
mm* Stéckert Instrumente GmbH, Miinchen, D) wurde in dieses Reservoir drainiert. Dabei
passierte das Blut einen Filter, welcher kleine Gewebspartikel und Thromben authalten, und
einen Entschdumer aus Polyurethan, welcher die Bildung von Schaum verhindern sollte. Dar-
authin wurde das Blut durch das Schlauchsystem durch die Rollerpumpe geleitet und dadurch
weiter zu dem mit amphiphilen Phospholipiden beschichteten Membranoxygenator gefiihrt,
dessen Aufgabe in der Oxygenierung und Kohlendioxideliminierung des Blutes besteht. In
diesem System sind Blut und Gas durch eine mikropordse Hohlfasermembran voneinander
getrennt, durch die das Gas aufgrund der unterschiedlichen Druckgradienten diffundiert und
somit das Blut mit Sauerstoff angereichert und von Kohlendioxid befreit wird. In diesen Oxy-
genator war ein Wirmeaustauscher (,,Normohypothermiegerit der Firma Stockert Instru-
mente GmbH, Miinchen, D) integriert, welcher die Temperatur des Blutes — und damit auch
die innere Korpertemperatur — auf eine bestimmte Gradzahl abkiihlte, bzw. am Ende der
HILM-Zeit wieder erwirmte. Dieser Mechanismus funktioniert tiber feine Rohre, durch die
das Blut geleitet wird, und die von Wasser in der gewiinschten Temperatur umspiilt werden.
Bei dem hier beschriebenen Versuch wurde die Korpertemperatur der Tiere zu Beginn der
HLM-Zeit auf 28 °C abgekiihlt. Nach 60 Minuten begann die Wiedererwdrmung auf 37 °C.

Durch einen weiteren Teil des Schlauchsystems wurde das gefilterte und oxygenierte
Blut zu einem weiteren Filtermedium mit hohen Adhésionskriften (,,40 Micro Lilliput Con-
cept D 736%, Dideco, Mirandola, I) geleitet, welches eventuell vorhandene Luft aus dem Blut
filtern konnte, bevor das Blut in die arterielle Kaniile und somit durch den Aortenbogen wie-
der zuriick in die Ferkel befordert wurde.

Nach erfolgter Kaniilierung und Anschluss an die HLM wurde die Aortenwurzel mit
der Kardioplegiekaniile (,,Kardioplegiekaniile 4Fr 18G*“ Medtronic GmbH Deutschland,
Meerbusch, D) punktiert, danach wurde die Aorta ascendens abgeklemmt (siche Tabelle 8,
Auflistung des Zubehors fiir die HLM). Um darauffolgend den Herzstillstand auszulosen,
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wurde die kalte (4 °C) Kardioplegielosung (vgl. 3.1.3.2.3) injiziert. Aufgrund der Abklem-
mung der Aorta wurden die Koronargefafle nun nur von der Kardioplegielosung durchstromt.
Dadurch hielt der Stillstand des Herzens an.

Am Ende der 90-miniitigen HLM-Zeit wurde die Aortenklemme gedftnet. Falls sich in
dieser Situation der Sinusrhythmus nicht selbststindig wiedereinstellte, wurde das Herz mit
10 Joule defibrilliert. Nach der sich anschlieBenden 30-miniitigen Reperfusionszeit wurde die
HLM gestoppt.

Die Ferkel wurden noch 90 Minuten mit er6ffnetem Thorax in Narkose belassen, bis
die Euthanasie in tiefer Narkose durch Entbluten durchgefiihrt wurde. Diese sogenannte Re-
konvaleszenzzeit wurde so gewéhlt, damit durch die chirurgische Intervention bzw. durch die
extrakorporale Zirkulation eventuell gesetzte Lisionen die Mdglichkeit bekamen, sich bio-

chemisch und strukturell zu manifestieren (sieche Tabelle 5).

Tabelle 5: Zeitiibersicht des Versuchsablaufes

Vorbereitungszeit OP- bzw. HLM-Zeit Reperfusionszeit Rekonvaleszenzzeit

ca. 30-60 Minuten 90 Minuten 30 Minuten 90 Minuten

3.1.3.2.1 Primingvolumen

Das Primingvolumen der HLM, also die Fliissigkeit, die sich bei Anschluss der HLM in den
Schlduchen und in dem Reservoir befand, bestand aus 200 ml Hydroxyethylstdrke (,,HES 6
130/0,42 in Ringer Acetat 500 ml Vitafusal 6 %" Serumwerk Bernburg AG, Bernburg, D), 50
ml Natriumhydrogencarbonat (,,Natriumhydrogen-carbonat 1 molar 8,4 %" Serag Wiessner
KG, Naila, D), Heparin-Natrium (,,Heparin-Natrium-25.000-ratiopharm* Ratiopharm GmbH,
Ulm, D in der Dosierung 1000 1.E./10 kg KM) und einer Blutkonserve a 200 ml.

Die in dem Primingvolumen enthaltene Blutkonserve wurde gegeben, um zum einen
die Blutverluste auszugleichen, die bei der Operation bzw. beim Kaniilieren des Herzens ent-
standen, und zum anderen, um der Hadmodilution durch Infusionen entgegenzuwirken. Das
Blut stammte von Schweinen, die in der Abteilung Forschung und Lehre des Herzzentrums
operiert worden waren. Das Spenderblut wurde in Transfusionssystemen (,,CPDA-1 Single
Blood Bag 450 ml” Terumo Europe N.V., Leuven, B) aufgefangen und im Kiihlschrank bei 4
°C aufbewahrt. Die Transfusionssysteme enthielten 100 ml der folgenden Inhaltsstoffe: Aci-
dum citricum (monohydrate) 0,327 g, Natrii citras (dihydrate) 2,63 g, Mononatrii phosphas
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(dihydrate) 0,251 g, Dextrosum (anhydrate) 2,90 g, Adenine 0,0275 g, Aq. ad iniectabilia g.s.

100 ml. Auch die Tiere der Kontrollgruppe erhielten jeweils eine Blutkonserve 4 200 ml.

3.1.3.2.2 Medikamentoses Regime

Bevor das Herz kaniiliert wurde, gab man allen Tieren Heparin-Natrium (,,Heparin-Natrium-
25.000-ratiopharm* Ratiopharm GmbH, Ulm, D in der einmaligen Dosierung von 5.000 LE.
pro Tier i. v.), um eine Koagulation des Blutes zu verhindern und die Activated Clotting Time
(ACT) tiber 400 Sekunden zu halten. Die ACT wurde vor der Kaniilierung und wihrend der
HLM-Zeit regelmdBig durch das ACT-Gerit (,,Automated Coagulation Timer* Medtronic
HemoTec, Inc., Englewood, CO, USA) kontrolliert.

Nach Abschluss der insgesamt 120-miniitigen HLM- und Reperfusionszeit bekamen
die Ferkel Protaminhydrochlorid (,,Protamin ME 5.000 IE/ml“ MEDA Pharma GmbH & Co.
KG, Bad Homburg, D in der Dosierung 5.000 LE. pro Tier i. v.) intravends injiziert, um die
Wirkung des Heparin-Natriums zu antagonisieren.

Die Medikament-Gruppe erhielt zwei 1. v. EGCG-Injektionen (,,Epigallocatechingalla-
te* Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D in der Dosierung 10 mg/kg KM 1i. v. Die
berechnete Menge EGCG wurde vor Gabe in 10 ml 0,9 % Natriumchlorid aufgeldst.), und

zwar 15 Minuten vor Anschluss an die HLM und direkt nach Entwéhnung von der HLM.

3.1.3.2.3 Kardioplegie

Um einen chirurgischen Eingriff am Herzen mithilfe einer HLM durchfiihren zu kénnen, ist
oft der medikamentds herbeigefiihrte Stillstand des Herzens unerldsslich. Die sogenannte
Kardioplegie bewirkt eine Unterbrechung der Herzaktion, und zwar durch folgenden Wirk-
mechanismus: Aufgrund der Zusammensetzung der Elektrolyte in der Kardioplegielosung
(hoher Kalium- und niedriger Natriumgehalt) sinken das Natrium und auch das Calcium auf
Werte dhnlich denen des Zytoplasma einer ruhenden Zelle herab. Kalium hingegen wird an-
gehoben. Durch diese Vorginge wird das Membranpotential der Zelle stabilisiert. Elektrolyt-
ein- bzw. ausstromungen werden unterdriickt, sodass die Zelle nicht aktiviert werden kann.
Neben dem gewiinschten Stillstand des Herzens zur Erleichterung chirurgischer Inter-
ventionen ist ein weiterer Grund fiir die Verwendung einer Kardioplegie deren protektive
Wirkung auf das Myokard. Diese ist bei der hier verwendeten Kardioplegielosung vor allem

bei lingerer Dauer der HLM grof3 (SCRASCIA et al. 2011). Die Injektion kalter Kardiople-
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gielosung akzeleriert aulerdem die Herabkiihlung des Herzens. Wie oben beschrieben, wurde
die Aortenwurzel mit einer Kardioplegienadel kaniiliert, durch welche nach Abklemmung der
Aorta initial 350 ml einer kalten (4 °C) kristalloiden Losung nach Bretschneider (,,Custodiol*
Dr. Franz Kohler Chemie GmbH, Bensheim, D), eingegeben wurden. Dadurch kam es ge-
wohnlich zum Herzstillstand. Zeigten sich im Verlaufe der 90-miniitigen HLM-Zeit wieder
Herzaktionen, so wurde Kardioplegielosung nachgegeben.

1000 ml der ,,Custodiol“-Losung enthalten folgende Inhaltsstoffe: Natriumchlorid
0,8766 g, Kaliumchlorid 0,671 g, Magnesiumchlorid x 6 H,O 0,8132¢g, Histidinhydrochlorid
x H,O 3,7733 g, L-Histidin 27,9289 g, Tryptophan 0,4085 g, Mannitol 5,4651 g, 2-
Oxoglutarsdure 0,146 g, Calciumchlorid x 2 H,O 0,0022g.
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Tabelle 6: Angewandte Medikamente wihrend der Operationen

Wirkstoff

Praparatname
und Firma

Konzentration
und Applikati-
onsart

Applikationszeitpunkt

Atropinsulfat

Atropinsulfat 0,5
mg/ml*

B. Braun, Melsungen,
D

0,02 mg/kg KM i. m.

Pramedikation

Midazolam

,Midazolam-
ratiopharm® 15
mg/3ml Injektionslo-
sung

Ratiopharm GmbH,
Ulm, D

0,5 mg/kg KM i. m.

Pramedikation

Ketaminhydrochlorid

,,ursotamin‘ 100
mg/ml

Serumwerk Bernburg
AG, Bernburg, D

25 mg/kg KM i. m.

Pramedikation

Isofluran

,,Isoba‘“
Intervet, Unterschleil3-
heim, D

2,5-5 Volumenprozent
zur Anflutung und 1-
1,5 Volumenprozent
als Erhaltungsdosis
Inhalation

Narkose-Erhaltung ohne
HLM

Sulfentanildihydrogencitrat

»sufenta® 50 pg/ml
Injektionslosung
Janssen-Cilag, Neuss,
D

3 ng/kg Bolus initial,
1-2 ng/h/10 kg Erhal-
tung i. v. aus dem
Perfusor

Standig

Propofol ,Propofol 2% 20 13-17 mg/kg/ml/h i. v. | Narkose-Erhaltung wéhrend
mg/ml aus dem Perfusor HLM
MCT Fresenius Kabi,
Bad Homburg, D

EGCG »Epigallocatechin- 10 mg/kg KM i. v. Zweimalig als Bolus 15
gallate” aufgeldostin 10 m1 0,9 | Min. vor Anschluss an und
Sigma-Aldrich Che- % Natriumchlorid direkt nach Entwohnung
mie GmbH, Stein- von der HLM
heim, D

Pancuroniumbromid ,Pancuronium- 0,2 mg/kg KM i. v. Einmalig vor chirurgischer
ratiopharm*® Intervention
Ratiopharm GmbH,
Ulm, D

Heparin-Natrium

,,Heparin-Natrium-
25.000-ratiopharm*
Ratiopharm GmbH,
Ulm, D

5.000 L.E. pro Tier i. v.
bzw. 1000 L.E./10 kg
KM

Einmalig vor Kaniilierung,
bzw. mehrmals nach ACT-
Bestimmung bei Bedarf

Protaminhydrochlorid

,,Protamin ME 5.000
IE/ml*

MEDA Pharma GmbH
& Co. KG, Bad Hom-
burg, D

5.000 L.E. pro Tier i. v.

Einmalig nach Abgang von
der HLM

Natriumchlorid

Isotonische Koch-
salzlosung 0,9 % 500
ml“

Serumwerk Bernburg
AG, Bernburg, D

Nach Bedarf 1. v.

Bei Bedarf

Natriumchlorid, Kaliumchlo-
rid, Calciumchloriddihydrat,
Magnesiumchlorid-
hexahydrat, Natriumace-

,»E 158 Elektrolyt
Infusions Losung 500
ml“

Serumwerk Bernburg

Nach Bedarf 1. v.

Bei Bedarf
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tattrihydrat

AG, Bernburg, D

Hydroxyethylstirke »HES 6 130/0,42 in Nach Bedarf i. v. Bei Bedarf
Ringer Acetat 500 ml
Vitafusal 6 %
Serumwerk Bernburg
AG, Bernburg, D
Glucose-Monohydrat ,.Glucosteril 5% 500 Nach Bedarf i. v. Bei Bedarf
ml“ Fresenius Kabi
Deutschland GmbH,
Bad Homburg, D
Trometamol ,»3 M-Trometamol- Standardformel Bei Bedarf
Losung Baxter (-BE) * 0,3 *kg KM =
Baxter Deutschland mmol
GmbH, Unterschleif3- Trometamol/Patient 1.
heim, D V.
Natriumhydrogencarbonat »Natriumhydrogen- Standardformel Bei Bedarf
carbonat 1 molar 8,4 (-BE) * 0,3 *kg KM =
%" mmol Natriumhydro-
Serag Wiessner KG, gen-carbonat/Tier i. v.
Naila, D
Norepinephrin ,,Arterenol* 0,01 mg/Tier in Not- Bei Bedarf
Sanofi-Aventis fallsituation i. v.;
Deutschland GmbH, 0,1 mg/ml/h als Erhal-
Frankfurt a.M., D tungsbedarf i. v aus
dem Perfusor
Epinephrin »Suprarenin® 0,01 mg/Tier in Not- Bei Bedarf
Sanofi-Aventis fallsituation i. v.;
Deutschland GmbH, 0,1 mg/ml/h als Erhal-
Frankfurt a.M., D tungsbedarf'i. v. aus
dem Perfusor
Magnesiumsulfatheptahydtrat | ,,Mg 10 % Inresa“ 1 g/Tieri. v. Bei Bedarf zur Rhythmus-
Inresa Arzneimittel stabilisierung nach Entwoh-
GmbH, Freiburg, D nung von der HLM
Calciumgluconat ,Calciumgluconat 10 23 mmol/Tier i. v. Bei Bedarf zur Rhythmus-
% stabilisierung nach Entwoh-
B. Braun, Melsungen, nung von der HLM
D
Kardioplegie-Losung nach ,»Custodiol Initial 350 ml, danach | Kardioplegieldsung

Bretschneider (enthélt u. a.
Natriumchlorid: 0,8766 g und
Kaliumchlorid: 0,671 g)

Dr. Franz Kohler
Chemie GmbH, Bens-
heim, D

bei Bedarf mehr i. v.
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Tabelle 7: Verwendetes Zubehor fiir die Anisthesie, das Monitoring

und die chirurgische Intervention

Zubehor Geritname und Firma Grofle und Beschreibung
Venenverweilkatheter ,»Vasofix Safety* 22 G, 0,9 * 25 mm
B. Braun, Melsungen, D In der V. auricularis
Trachealtubus ,Profile Soft Seal Cuff™ 5,5 Fr
Portex, Keene, NH, USA
Filter LDAR* Elektrostatischer Filter, klein
Covidien, Mansfield, MA, USA
Verdampfer fiir Isofluran ,Vapor 19.3% Verdampfung von Isofluran zur
Driger, Liibeck, D Anésthesie
Beatmungsgerét ,,Cato* Halbgeschlossenes System fiir

Driéger, Liibeck, D

kiinstliche Beatmung

3-lumiger zentralvenoser Katheter

,,viellumiger Polyurethan-
Verweilkatheter*
Arrow, Reading, PA, USA

7 Fr * 20 cm mit Blue Flex Tip
In der V. jugularis

Arterieller Katheter/
,,PiICCO”

,,Pulsiocath 5 F Thermodilution
Catheter 20 cm”

Pulsion Medical Systems AG,
Miinchen, D

5Fr *20 cm
In der A. femoralis

Venose Schleuse

,,Hemostasis Introducer”
St. Jude Medical, Minnetonka,

4 Fr
In der V. femoralis

MN, USA

Monitoring Device ,Infinity Delta” Uberwachung der Vitalfunktionen
Dréger, Liibeck, D

“PiCCO”-Gerit ,,PICCO” »Pulse Contour Cardiac Output™;

»Pulsion Medical Systems”,
Miinchen, D

Herz-Zeit-Volumen- und invasive
arterielle Blutdruckmessung

Blutgasanalysegerit

»~ABL 725”
Radiometer Medical ApS,
Bronshoj, DK

Halbstiindige Durchfiithrung von
Blutgasanalysen
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Tabelle 8: Verwendetes Zubehor fiir die HLM

Zubehor

Name und Firma

Beschreibung

Venose Kaniile

,,Venous Catheter Dia 6/8 mm 24 F
Soft Tip*
Polystan A/S, Virlose, DK

24 Fr
Im rechten Herzohr

Arterielle Kaniile ,,Arterielle Kaniile 10 F* 10 Fr

Polystan A/S, Virlose, DK Im Aortenbogen
Kardioplegiekaniile »Kardioplegiekaniile 4 Fr 18 G* 4Fr, 18G

Medtronic GmbH Deutschland, In der Aortenwurzel

Meerbusch, D
Sauger »dauger 5 mm* Fiihrt abgesaugtes Blut zum Reser-

Stockert Instrumente GmbH, Miin-
chen, D

voir

Membranoxygenator zusammen
mit Hartplastik-Reservoir

,D901 Lilliput
Dideco, Mirandola, I

Hohlfaser Membranoxygenator fiir
Kinder mit integriertem Hartplas-
tikreservoir und Filter fiir Gewebs-
bestandteile und Thromben

Filter

,»40 Micro Lilliput Concept D
736, Dideco, Mirandola, I

Filtereinheit fiir Luft

HLM-Gerét/Rollerpumpe

ST
Stockert Instrumente GmbH, Miin-
chen, D

Rollerpumpe, Monitoring,
Konsolen

Normohypothermiegerit »Normohypothermiegerat™ Wiérmeaustauscher, der fiir die
Stockert Instrumente GmbH, Miin- | Abkiihlung bzw. Wiedererwér-
chen, D mung des Tieres sorgt

Schlduche ,Kinder Kompl. Set* Verbindung der verschiedenen
Sorin Group Deutschland GmbH, Komponenten der HLM unterein-
Miinchen, D ander und zum Tier

ACT-Gerit ,Automated Coagulation Timer* Bestimmung der Gerinnungszeit
Medtronic HemoTec, Inc., vor und wihrend HLM-Zeit;
Englewood, CO, USA Ziel: > 400 Sekunden

Hydroxyethylstéirke ,HES 6 130/0,42 in Ringer Acetat | 200 ml davon als Teil des Pri-

500 ml Vitafusal 6 %
Serumwerk Bernburg AG, Bern-
burg, D

mingvolumens in den Schlduchen
und dem Reservoir

Natriumhydrogencarbonat

»Natriumhydrogen-carbonat 1
molar 8,4 %"
Serag Wiessner KG, Naila, D

50 ml davon als Teil des Priming-
volumens in den Schldauchen und
dem Reservoir

Heparin-Natrium

.Heparin-Natrium-25.000-
ratiopharm*
Ratiopharm GmbH, Ulm, D

1.000 L.E./10 kg KM als Teil des
Primingvolumens in den Schliu-
chen und dem Reservoir

Bluttransfusionssystem

,,CPDA-1 Single Blood Bag 450
ml”
Terumo Europe N.V., Leuven, B

Bluttransfusionsbeutel, Inhalt als
Teil des Primingvolumens in den
Schlduchen und dem Reservoir
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3.2 Intraoperative Parameter

3.2.1 Blutfluss

Wihrend der HLM-Zeit war es das Ziel, den Blutfluss der Ferkel durchgingig bei 100
ml/min/kg KM zu belassen. Die in diesem Versuch verwendete HLM (,,SIII* Stockert Instru-
mente GmbH, Miinchen, D) ist jedoch in der Lage, in gewissen Situationen den Blutfluss
selbstidndig herunterzuregulieren, z. B. wenn ein suboptimales intravasales Volumenangebot
herrscht und zu wenig Blut aus dem Ferkel durch die venose Kaniile in die Maschine zuriick-
stromt. In diesen Situationen musste mehr Volumen infundiert werden, um den Blutfluss im

oben angegebenen Bereich zu halten.

3.2.2 Arterieller Blutdruck und Herz-Zeit-Volumen

Da die Niere ein wichtiger und potenter Regulator des Blutdruckes ist, und der Blutdruck im
Umkehrschluss fiir die Durchblutung des Korpers und somit auch fiir die addquate Sauer-
stoffversorgung der Niere verantwortlich ist, wurde dieser wihrend des Versuches stindig
iiberwacht. Insbesondere wihrend der Zeit, die das Ferkel an der HLM verbrachte, war es das
Ziel, den systemischen mittleren Blutdruck nicht unter 40 bis 60 mmHg fallen zu lassen. 40
bis 60 mmHg sind ein allgemein akzeptierter Bereich wéhrend der Durchfiihrung eines Ein-
griffes am Herzen mit Benutzung einer HLM. Bei einem Abfall konnte medikamentds z. B.
mit Epinephrin oder Norepinephrin oder auch mit einer Infusion interveniert werden.
Gemessen wurde der Blutdruck invasiv in der A. femoralis mit dem ,,Pulsiocath 5 F
Thermodilution Catheter 20 cm” der Firma Pulsion Medical Systems AG, Miinchen, D und
wurde durch das ,,PICCO”-System der Firma Pulsion Medical Systems, Miinchen, D {iber das
Monitoringgerét ,,Infinity Delta” Drager, Liibeck, D dargestellt. Mit dieser Instrumentierung
wurde auflerdem das Herz-Zeit-Volumen bestimmt. Dieses spielte eine Rolle fiir die Beurtei-
lung der Herz-Kreislaufsituation bzw. -stabilitit des Patienten. Uber den oben beschriebenen
Zugang in der A. femoralis und den zentralvendsen Zugang wurde zuerst die Kalibrierung des
Systems mit der sogenannten Thermodilutionsmethode vorgenommen. Hierbei wurden 10 ml
0,9 %-iges NaCl (4 °C) schnell iiber den ZVK in eine herznahe Vene gegeben, durchflossen
das rechte Herz, den Lungenkreislauf, das linke Herz und wurden dann beim Durchflieen des
Korperkreislaufes von der Messsonde in der A. femoralis detektiert. Daraufthin war die konti-

nuierliche Erfassung der Pulskontur durch das ,,PiICCO*“-System mdoglich, woraus sich fortan
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das aktuelle Herz-Zeit-Volumen bestimmen lie. Die Berechnung des Herz-Zeit-Volumens
erfolgt mit dem modifizierten Stewart-Hamilton-Algorithmus, welcher auf die durch den
,PICCO*“-Katheter aufgezeichnete Fliche unter der Kurve der Thermodilution angewendet
wird. Diese Fliache ist umgekehrt proportional zum ermittelten Herz-Zeit-Volumen.

Die Formel ist folgende:

HZV1p=((Ts - T;) x Vi x K)/(JATy x dt)

Ty, = Bluttemperatur

T; = Injektattemperatur

V; = Injektatvolumen

) ATy x dt = Flache unter der Thermodilutionskurve

K = Korrekturfaktor, aus spezifischem Gewicht und spezifischer Warmekapazitit von Blut
und Injektat

(DITTMANN 2006)

Um akkurate Messergebnisse zu erhalten, musste die Kalibrierung mit der Thermodilutions-

methode wéhrend des Experiments wiederholt durchgefiihrt werden.

3.2.3 Zentraler Venendruck

Der zentrale Venendruck ist ein Parameter, der Hinweise zum intravasalen Volumen gibt
(welches, wie oben beschrieben, besonders wichtig fiir die Einstellung des Blutflusses an der
HLM ist). Im Falle eines Absinkens konnte durch die Gabe von Infusionen gegenreguliert
werden. Bei diesem Versuch wurde der zentrale Venendruck durch einen ,,viellumigen Polyu-
rethan-Verweilkatheter* der Firma Arrow, Reading, PA, USA in der V. jugularis bestimmt.

Die ZielgroBe des zentralen Venendruckes betrug bei den Ferkeln 7 bis 9 mmHg.

3.2.4 Sauerstoffsattigung

Durch ein an der Zunge befestigtes Pulsoximeter konnte die Sauerstoffsattigung des Blutes
ermittelt werden, welche optimalerweise nicht langerfristig unter 98 % liegen sollte, um keine

Schidigung der Niere und anderer Organe durch eine Minderversorgung mit Sauerstoff zu

verursachen.
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Dieser Parameter wurde, ebenso wie der zentrale Venendruck, kontinuierlich durch das Moni-

toringgerat ,,Infinity Delta” Driger, Liibeck, D dargestellt.

3.2.5 Arterielle Blutgasmessung

In halbstiindigem Abstand wurden wéhrend des gesamten Versuches Blutgasanalysen mit
dem Gerit ,,ABL 725 der Firma Radiometer Medical ApS, Bronshoj, DK aus 1 ml Vollblut
aus der A. femoralis durchgefiihrt. Dabei wurden die Parameter in ihrer Gesamtheit zur Ein-
schidtzung der intraoperativen Situation des Ferkels verwendet und gaben Anhaltspunkte fiir
ndtige medikamentdse Interventionen. Die Niere betreffend fanden die vier folgenden Para-

meter besondere Beachtung.

3.2.5.1 pH-Wert und Baseniiberschuss

Der pH-Wert und seine Regulationsmechanismen, hier insbesondere der Baseniiberschuss,
waren wichtige Parameter zur Einschédtzung der metabolischen Situation der Ferkel wihrend
und nach der HLM-Zeit. Die Frage war nicht nur, ob es zu azidotischen oder alkalischen
Stoffwechsellagen kam, sondern auch, in welchem Male diese kompensiert werden mussten
bzw. konnten. Wahrend des Versuches wurde ein physiologischer pH-Wert angestrebt, wel-
cher beim Ferkel bei 7,35 bis 7,45 liegt, damit eine azidotische oder eine alkalische Stoff-

wechsellage nicht die Versuchsergebnisse beeinflussen konnte.

3.2.5.2 Elektrolyte

Die von dem Blutgasanalysen (BGA)-Messgerdt dargestellten Elektrolyte waren Natrium,
Kalium, Calcium und Chlorid. Deren Filtration und Resorption werden durch die Niere ge-
steuert. Das Ziel war, die Elektrolyte im physiologischen Rahmen zu halten, um Beeinflus-
sungen der Ergebnisse durch Elektrolytverschiebungen zu vermeiden.

Die physiologischen Werte des Ferkels sind folgende:

Natrium: 130-170 mmol/l

Kalium: 4,5-6,5 mmol/l

Calcium: 2,5-3,3 mmol/l

Chlorid: 100-110 mmol/l
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3.2.5.3 Haimatokrit

Durch die Thorakotomie, die operative Vorbereitung auf die HLM — hier insbesondere die
Kantilierung von rechtem Herzohr und Aortenbogen — und auch durch die HLM an sich, wel-
che das Blut durch den Oberflichenkontakt mit Schlauchsystemen und Filtern schidigt, war
eine regelmiBige Uberwachung des Himatokrits der Ferkel unerlésslich. Um die Funktions-
fahigkeit des Korpers nach Entwéhnung von der HLM zu gewihrleisten, war der Richtwert

des Hamatokrit zu diesem Zeitpunkt 11 bis 15 % oder mehr (nach HIEBL et al. 2010).

3.2.5.4 Laktat

Laktate sind die Salze und Ester der 2-Hydroxypropansédure, also Milchsdure. Im menschli-
chen und tierischen Korper entsteht Laktat durch anaerobe Glykolyse. Dieser biochemische
Vorgang stellt fiir den Korper eine Ausweichmdglichkeit der ATP-Produktion dar, wenn zu
wenig Sauerstoff vorhanden ist. Anstatt des Citratzyklus und anschlieBender Atmungskette
wird nach der Glykolyse die Substratkettenphosphorylierung eingeleitet.

In der Intensivmedizin ist ein erhohter Laktatwert unter anderem ein Marker fiir Ge-
webshypoxien. Bei inaddquater Gewebsperfusion und eine dadurch entstehende Ischédmie
steigt das Laktat im Blut. Daraus kann zwar nicht auf einen bleibenden Zellschaden, wohl
aber auf eine zeitweilige Minderperfusion der Zelle geschlossen werden.

In diesem Versuch wurde der Laktatwert der Ferkel regelmafig wéahrend des Versu-

ches durch die Durchfiihrung von arteriellen Blutgasanalysen bestimmt.

3.2.6 Beatmungsparameter

An drei Zeitpunkten wéhrend des Versuches, ndmlich am Anfang des Versuches nach dem
Platzieren aller Zuginge und Messsonden (zum Zeitpunkt 0 Minuten), nach der 90-miniitigen
OP- bzw. HLM-Zeit (zum Zeitpunkt 120 Minuten) und ein drittes Mal am Ende des Versu-
ches, nach der 30-miniitigen Reperfusions- und der daran anschlieBenden 90-miniitigen Re-
konvaleszenzzeit (zum Zeitpunkt 240 Minuten), wurden folgende Beatmungsparameter auf-
gezeichnet: der positive endexpiratorische Druck (PEEP), das Atemminutenvolumen (AMV),

das Tidalvolumen (Vt) und die Atemfrequenz.
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3.3 Postoperative Untersuchungen

3.3.1 Probenentnahme und -aufbearbeitung

Zu Beginn des Versuches, sobald alle Zuginge platziert waren, wurden zwei Blutproben in
jeweils ein EDTA- und ein Serumréhrchen entnommen, welche zur Bestimmung von gefor-
derten Laborwerten (vgl. 3.3.4) zum MVZ Labor Dr. Reising-Ackermann und Kollegen,
Leipzig, D gesandt wurden. Mit einer Biopsiezange wurden {iber einen lateralen Zugang
durch die Bauchdecke auf der linken Seite zwei Nierenproben von der konvexen Seite der
Niere gegeniiber der Ansatzstelle des Ureters entnommen, und in 4 %-igem Formalin nach
Lillie fixiert. Danach erst begann die chirurgische Vorbereitung des Ferkels fiir den Anschluss
an die HLM.

Nach der 90-miniitigen OP- bzw. HLM-Zeit wurden zwei weitere EDTA- und Serum-
rOhrchen mit Blut befiillt. Dieser Vorgang wurde ein drittes Mal am Ende des Versuches,
nach der 30-miniitigen Reperfusions- und der daran anschliefenden 90-miniitigen Rekonva-
leszenzzeit, wiederholt. Danach wurde das Ferkel in tiefer Narkose durch Entbluten euthana-
siert, und die linke Niere wurde entnommen. Aus dem Zentrum der Niere, im konvexen und
konkaven Bereich gegeniiber dem Ureter, wurden mehrere Gewebsproben entnommen, wel-
che in 4 %-igem Formalin nach Lillie fixiert wurden. Dabei wurde der Bereich, aus dem zu
Beginn des Versuches die Biopsien entnommen worden waren, ausgespart. Aulerdem wurde
eine weitere Gewebsprobe aus der Niere entnommen und direkt nach der Entnahme in fliissi-
gem Stickstoff schockgefrostet, und danach bis zur weiteren Verwendung — der Durchfiihrung
einer Chromatographie zur Bestimmung von Adenosintri-, Adenosindi- und Adenosinmo-
nophosphat (ATP, ADP, AMP), Adenosin und Hypoxanthin (vgl. 3.3.5) — im Gefrierschrank
bei -80 °C gelagert.

3.3.2 Histologie

Die entnommenen Proben wurden durchschnittlich fiinf Tage in 4 %-igem Formalin belassen,
um dann in Paraffin eingebettet (Einbettautomat ,,Tissue Tek VIP* Sakura Finetek Germany
GmbH, Staufen, D) zu werden. Danach wurden sie mit dem Schlittenmikrotom ,,HM 400 der
Firma Microm Micromarketing-Systeme und Consult GmbH, Neuss, D in 5 bzw. 2 um dicke

Schnitte geschnitten und auf Objekttrager verbracht.
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3.3.2.1 HE-Fiarbung

Zuerst wurde eine Routinetlibersichtsfairbung mit Himatoxylin-Eosin an 5 um dicken Paraf-
finschnitten vorgenommen, um einen histomorphologischen Uberblick zu gewinnen und et-
waige Lisionen beurteilen zu konnen. Diese Methode funktioniert folgendermallen: Das Ha-
matoxylin ist ein natiirlicher, basischer Farbstoff, der sich an die sauren Strukturen der DNS
bindet — somit farbt es die Kerne des histologischen Priparates an, und zwar in den Farbnuan-
cen violett, dunkelblau oder blauschwarz. Der andere Farbstoff hingegen, das synthetisch her-
gestellte Eosin, bindet an die positiv geladenen Strukturen im Gewebe, beispielsweise Protei-
ne im Zytoplasma der Zellen — welche sich darauthin rosa bzw. rot anfiarben. Das zu farbende
Préiparat bleibt nur so lange in der mit Himalaun gefiillten Kiivette, bis der Farbungsgrad der
Kerne ausreicht (progressive Farbung), wogegen es mit dem Eosin durchtrinkt wird (regres-
sive Farbung) (Protokoll siche Tabelle 39 im Anhang).

Bei dieser Farbung wurden die zu Beginn des Versuches entnommenen Biopsien e-

benso wie die post mortem entnommenen Proben angeférbt und miteinander verglichen.

3.3.2.2 Immunhistochemie

3.3.2.2.1 HIF-1-alpha-TSA-Farbung

Der Hypoxie-induzierte Faktor (HIF) 1-alpha ist ein intrazelluldrer Transkriptionsfaktor, be-
stehend aus einer labilen alpha- und einer stabilen beta-Untereinheit, welcher eine grof3e Rolle
bei der Sauerstoffversorgung der Zelle spielt. In physiologisch arbeitenden Zellen wird HIF-
I-alpha immer in geringer Menge exprimiert und auch fortwidhrend abgebaut. Der Abbau ist
nur mdglich nach vorangegangener Hydroxylierung der labilen alpha-Untereinheit, und zwar
durch die Prolyl-Hydroxylase. Fiir diese Hydroxylierung jedoch muss Sauerstoff in der Zelle
vorhanden sein (LEE et al. 2004). Ist dies nicht der Fall, wie zum Beispiel bei einer Zellhypo-
xie oder -ischdmie, so akkumuliert HIF-1-alpha in der Zelle, und tritt vom Zytosol in den
Zellkern iiber, was als HIF-1-alpha Translokation bezeichnet wird. Das fiihrt letztlich zur In-
duktion von z. B. VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor).

Diesen Vorgang macht sich die HIF-1-alpha-TSA-Farbung zu Nutzen.

Die Antikorperdetektion bei dieser Farbung geschieht auf indirektem Weg. Das bedeu-
tet, dass der primére Antikdrper mit dem zu untersuchenden Gewebe reagiert, wogegen der

sekundire Antikorper mit dem Immunglobulin G der Spezies reagiert, aus der der primére
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Antikorper gewonnen wurde. Somit bindet der sekundére an den primédren Antikorper. Der
sekundére Antikorper ist, im Gegensatz zum primiren, markiert, wodurch es moglich ist, den
sekundédren Antikorper durch eine weitere Reaktion farblich nachzuweisen.

Zuerst wurde das 2 um dicke Paraffinpréparat mit dem priméiren Antikorper Rabbit-
Anti-HIF-1-alpha (H-206) sc-10790 Lot-Nr. A2706 der Firma Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA, USA in der Verdiinnung 1:100 beschichtet. Am folgenden Tag wurde der
sekundire Antikdrper Goat-Anti-Rabbit IgG (H+L) Horseradish Peroxidase conjugate T-
20921 Lot-Nr. 790477 aus dem TSA-Kit Nr. 11 T-20921 der Firma Invitrogen, Eugene, OR,
USA in der Verdiinnung 1:100 aufgetragen und zwei Stunden belassen. Nach einigen Wasch-
schritten wurde nun das Tyramid, welches der Namensgeber dieser Farbung ist (TSA bedeutet
Tyramide Signal Amplification), in einer Amplifikations- und Wasserstoffperoxidldsung auf-
getragen. In Anwesenheit des Wasserstoffperoxids wird das Tyramid durch das an den sekun-
diaren Antikorper gebundene Horseradish Peroxidase (HRP) aktiviert. Diese Reaktion verviel-
facht und verstérkt das Antikérper-Signal und erleichtert die Antikorperdetektion.

In einem spéteren Schritt wurde Streptavidin aufgetragen, an welches ebenso HRP ge-
bunden ist. Dieses HRP ermoglicht dem zuletzt aufgetragenen 3-Amino-9-Ethylcarbazol
(AEC) den in den Zellen vorhandenen HIF-1-alpha rosa bzw. rot anzufarben (Protokoll sieche
Tabelle 40 im Anhang).

Wie eingangs erwéhnt, findet sich im Zytosol der Zellen unter physiologischen Bedin-
gungen immer HIF-1-alpha. Daher férbt sich das Zytosol rosa oder rétlich an. Eine pathologi-
sche Akkumulation von HIF-1-alpha in der Zelle aufgrund einer Abbauhemmung, welche
wiederum ursdchlich auf eine Gewebsischdmie zuriickzufiihren ist, ist erst bei Kernpositivitét
bewiesen. Das bedeutet, dass sich nicht nur das Zytosol, sondern auch der Zellkern rot bzw.
dunkelrot (dunkler als das Zytosol) darstellt.

Bei dieser Farbung wurden die post mortem entnommenen Proben verwendet.

3.3.2.2.2 Nitrotyrosin-AEC-Fiarbung

Bei dieser Farbung wird die nicht-proteinogene Aminosédure 3-Nitrotyrosin als Biomarker fiir
die Detektion von einer Lédsion des Gewebes durch nitrosativen Stress, z. B. durch Nitrosylie-
rung von Tyrosinresten, genutzt (TARPEY und FRIDOVICH 2001). Nitrosativer Stress wird
verursacht durch reaktive Stickstoffspezies wie z. B. Peroxinitrit. Peroxinitrit entsteht in der
Zelle aus Stickstoffmonoxid und Superoxid, wenn diese beiden zusammen oder in zu hohen

Konzentrationen vorkommen, und/oder wenn natiirliche Schutzmechanismen des Korpers
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wegfallen. Reagiert nun die in den meisten korpereigenen Proteinen natiirlich vorkommende
Aminosdure Tyrosin mit der hochreaktiven Stickstoffverbindung Peroxinitrit, so entsteht
Nitrotyrosin.

Auch bei dieser immunhistochemischen Farbung erfolgt die Erkennung des Antikor-
pers auf indirektem Wege (vgl. 3.3.2.2.1). Der in diesem Farbeprotokoll verwendete priméire
Antikorper Mouse-Anti-3-Nitrotyrosine mAb clone 39B6 der Firma Kamiya Biomedical
Company, Seattle, WA, USA mit der Katalognummer MC-374 wurde in der Verdiinnung
1:200 auf die 2 um dicken Paraffinschnitte aufgetragen und iiber Nacht belassen. Am néchs-
ten Tag wurde der Sekundirantikorper Goat-Anti-Mouse-IgG2alpha-HRP sc-2970, Lot-Nr.
D2806 der Firma Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA in der Verdiinnung 1:100
aufgetragen. Aufgrund der an diesen zweiten Antikorper gebundenen Horseradish-Peroxidase
in Verbindung mit dem am Ende der Fiarbung aufgetragenen 3-Amino-9-Ethylcarbazol (AEC)
bildet sich im positiven Fall eine rosa oder rote Farbung (Protokoll siche Tabelle 41 im An-
hang). Das Auftreten bzw. die Intensitdt dieser Farbe beweist, dass nitrosativer Stress auf das
Gewebe eingewirkt hat.

Bei dieser Farbung wurden die post mortem entnommenen Proben verwendet.

3.3.2.2.3 AIF-TSA-Firbung

Der Apoptose-induzierende Faktor (AIF) ist ein Protein, welches physiologisch in den Zellen
des Korpers in den Mitochondrien vorkommt. Normalerweise befindet es sich im intra-
membrandsen Raum des Mitochondriums, und ist so von den anderen Zellorganellen abge-
schirmt. Erleidet das Mitochondrium jedoch eine Schidigung, so tritt der AIF aus dem Mito-
chondrium aus. Er ist dann in der Lage, einen programmierten Tod der Zelle (die sogenannte
Apoptose) zu induzieren, indem er sich aus dem Mitochondrium heraus in das Zytosol und
von dort aus weiter in den Zellkern begibt, und dort die Fragmentierung von DNS und die
Kondensation von Chromatin verursacht (CANDE et al. 2002).

Diese Farbung zeigt also an, ob das betrachtete Organ — oder, genauer gesagt, die Mi-
tochondrien der Zellen — sich in einer potentiell die Apoptose auslosenden Situation befunden
hat, bzw. starken negativen Reizen und Schidigungen ausgesetzt war.

Bei der Auswertung dieser Farbung werden die Zellen auf eine mogliche Kernpositivi-
tdt hin untersucht. Erst wenn AIF aus dem geschiddigten Mitochondrium ausgetreten und
durch das Zytosol in den Zellkern iibergetreten ist — der Kern sich also dunkelrot anfarbt — gilt

die Farbung als positiv.
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Auch bei dieser immunhistochemischen Farbung erfolgt die Erkennung des Antikorpers auf
indirektem Wege (vgl. 3.3.2.2.1). Fiir diese Farbung wurden 2 um dicke Paraffinpréparate
verwendet. Im ersten Schritt wurde auf diese der primédre Antikorper Rabbit-Anti-AIF (H-
300) polyclonal IgG sc-5586 Lot-Nr. J2605 der Firma Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
CA, USA in der Verdiinnung 1:100 aufgetragen und iiber Nacht belassen. Am folgenden Tag
wurde der sekundidre Antikorper Goat-Anti-Rabbit IgG Sigma A9169 Lot-Nr. 022M4810
Horseradish Peroxidase conjugate T-20021 aus dem TSA-Kit Nr. 21 T-20931 der Firma In-
vitrogen, Eugene, OR, USA in der Verdiinnung 1:250 aufgetragen und eine Stunde belassen.
Darauf folgten einige Waschschritte. Dann wurde das Tyramid in einer Amplifikations- und
Wasserstoffperoxidlosung aufgetragen — ebenso wie bei der HIF-1-alpha-TSA-Farbung (vgl.
3.3.2.2.1). In Anwesenheit des Wasserstoffperoxids findet die Aktivierung des Tyramid durch
die an den sekundidren Antikorper gebundene Horseradish Peroxidase (HRP) statt. Dadurch
wird das Antikorper-Signal vervielfacht und verstéirkt, was die Antikorperdetektion erleich-
tert. Spater wurde noch Streptavidin aufgetragen, an das auch wiederum HRP gebunden ist.
Am Ende der Firbung wurde 3-Amino-9-Ethylcarbazol (AEC) aufgetragen, welches — durch
das HRP unterstiitzt — nun die Anfarbung von AIF in den Zellen in einem roten Farbton er-
moglicht (Protokoll siehe Tabelle 42 im Anhang).

Eine pathologische Akkumulation von AIF im Zellkern, welche auf eine Schiadigung
des Mitochondriums zuriickzufiihren ist, wird bewiesen durch eine rote bzw. dunkelrote An-
farbung des Zellkernes — die sogenannte Kernpositivitét.

Bei dieser Farbung wurden die post mortem entnommenen Proben verwendet.

3.3.3 Bildauswertung

Die gefarbten Praparate wurden mit dem Mikroskop ,,AxioPlan 2 der Firma Carl Zeiss, Jena,
D untersucht. Auf das Mikroskop war eine Kamera (,,AxioCam MRc5%, Carl Zeiss, Jena, D)
montiert, mit welcher Fotos von den Prédparaten geschossen werden konnten, welche dann
direkt auf den Computer und in das Programm ,,AxioVision Release 4.8.2%, Carl Zeiss Mic-
rolmaging GmbH, Jena, D {iibertragen wurden, wo sie weiter bearbeitet, gespeichert und
geblindet ausgewertet werden konnten. Von jedem Priiparat wurden fiinf Ubersichtsbilder in
der 100x VergroBerung aufgenommen, in welche jeweils flinf (zur Begutachtung von Tubuli
und Sammelrohren) bzw. zehn Mal (zur Begutachtung von Glomeruli) mit einer 400x Ver-
groflerung hineingezoomt wurde, um die Strukturen besser sichtbar zu machen. In der Hima-

toxylin-Eosin-Farbung lag das Augenmerk dabei auf Glomeruli und proximalen Tubuli; in der
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Nitrotyrosin-AEC-Farbung wurden distale Tubuli und Sammelrohre untersucht und in der
AIF-TSA-Farbung Glomeruli, proximale und distale Tubuli und Sammelrohre. In der HIF-1-
alpha-Farbung wurden zunéchst vier histologische Praparate von jeweils zwei Kontroll- und
zwei HLM-Tieren in Bezug auf Glomeruli, proximale und distale Tubuli und Sammelrohre
ausgewertet. Dabei stellte sich heraus, dass sich nur in den proximalen Tubuli signifikante
Unterschiede bei den beiden Gruppen erkennen lieBen. Aufgrund dessen wurden bei allen
anderen HIF-1-alpha-TSA gefarbten Priparaten im folgenden Verlauf nur die proximalen

Tubuli ausgewertet.

3.3.4 Blutproben

Die Blutproben wurden im MVZ Labor Dr. Reising-Ackermann und Kollegen auf folgende
Werte hin untersucht: Blutchemie (Natrium, Kalium, Calcium, Chlorid, Serumkreatinin und -
harnstoff), EiweiBelektrophorese (Gesamteiweill, Albumin, alpha-1 und alpha-2, beta- und
gamma-Globuline, Immunglobuline G, A und M und das C-reaktive Protein; mit Ausnahme
des Gesamteiweilles konnten diese Werte aus technischen Griinden nicht bei allen Ferkeln
bestimmt werden), groes Blutbild und Thrombozyten mit mikroskopischer Differenzierung
(Leuko- und Erythrozyten, Hamoglobin, Himatokrit, Mean Corpuscular Volume (MCV),
Mean Corpuscular Hemoglobin (MCH), Mean Corpuscular Hemoglobin Concentration
(MCHC), Thromb- und Metamyelozyten, stabformige und segmentkernige Neutrophile, Eosi-
no- und Basophile, Lymphozyten und lymphozytédre Reizformen, Monozyten).

In dieser Dissertation findet sich eine Auswertung der fiir die Bewertung des Zustan-
des der Niere und auch des ganzen Korpers relevanten Werte Serumkreatinin, -harnstoff und
Gesamteiweill und — im Anhang — Leuko- und Lymphozyten. Besonderes Augenmerk wurde
hier auf die nierenspezifischen Werte Kreatinin und Harnstoff gelegt. Des Weiteren waren die
Ergebnisse des Gesamteiweilles von Bedeutung, welche Hinweise darauf geben konnten, ob
vermehrt Protein tiber (moglicherweise durch die HLM) geschéddigte Membranen bzw. Kor-
perbarrieren verloren wurde. Aus dem Blutbild wurden nur die Leukozyten und die Lympho-
zyten ausgewertet, welche auf eine inflammatorische Reaktion hinweisen konnen.

All diese Werte wurden unter Einbeziehung des zum jeweiligen Zeitpunkt vorhande-
nen Hamatokrit korrigiert, da durch die Infusionen immer ein gewisser Grad einer Hamodilu-

tion vorlag, welche beriicksichtigt werden musste.
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3.3.5 Reversed Phase High Performance Liquid Chromatography

Die Reversed Phase High Performance Liquid Chromatography (RP-HPLC) ist definitions-
gemail eine Methode aus der Chemie, um Substanzgemische in ihre Bestandteile aufzutren-
nen, wobei eine mobile und eine stationdre Phase verwendet werden. Diese Bestandteile kon-
nen im Weiteren analysiert werden.

In diesem Versuch wurde der jeweilige Gehalt der energiereichen Phosphate Adeno-
sintri-, Adenosindi- und Adenosinmonophosphat (ATP, ADP, AMP) und von Adenosin und
Hypoxanthin mittels Ionenpaarchromatographie mit einer Reversed Phase-Sédule bestimmt
(Verfahren nach VOLONTE et al. 2004).

Die dafiir verwendeten Proben waren aus dem Zentrum der Niere, im konvexen und
konkaven Bereich gegeniiber dem Ureter entnommen, und dann unmittelbar in fliissigem
Stickstoff schockgefrostet worden, um danach bis zu ihrer weiteren Verwendung bei -80 °C
im Gefrierschrank gelagert zu werden.

Die verwendete HPLC war eine aus mehreren Modulen bestehende HPLC-Anlage der
Firma Knauer GmbH, Berlin, D mit den folgenden Komponenten: Pumpe, Probeninjektor,
Trennsdule (stationdre Phase), mobiles Phasensystem und UV-Detektor. Durch den vorge-
kiihlten Probeninjektor wurde das Filtrat in die mobile Phase gegeben und dann durch die
Pumpe in die stationidre Phase befordert. Nach dem Durchlauf durch die stationdre Phase
wurde das Ergebnis der Chromatographie von einem UV-Detektor gemessen.

Als Trennséule stand eine C18-(Octadecyl-) Saule 240 * 4,5 um (,,LiChroCART 250-
4 LiChrospher 100 RP-18“, Merck KG Darmstadt, D) zur Verfiigung. Das bedeutet, dass an
das Silicagel, das gewohnlich die stationdre Phase darstellt, 18 Methylengruppen kovalent
gebunden werden, wodurch die stationdre Phase apolar wird. Da ATP, ADP, AMP, Adenosin
und Hypoxanthin jedoch polar sind, musste der mobilen Phase eine Substanz zugesetzt wer-
den, die die Verbindung zwischen den jeweiligen Bestandteilen und der apolaren Sdule her-
stellt. Fiir diese Aufgabe wurde Tetrabutylammoniumhydrogensulfat 2,3 mmol/l (,,Tetrabuty-
lammoniumhydrogensulfat 97 %%, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D) verwendet.
Die weiteren Bestandteile der mobilen Phase waren Kaliumdihydrogenphosphat 215 mmol/I
(,,Kaliumdihydrogenphosphat®, Merck KG Darmstadt, D), Acetonitril 4 % (,,Acetonitril”, Carl
Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D) und Kaliumhydroxid 1 M, 0,4 % (,,Kaliumhydroxid®,
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D).

Vor Durchfiihrung der RP-HPLC wurden die Gewichte der jeweiligen Proben genau

ermittelt. Es wurde auf Eis gearbeitet. Das Gewebe wurde zuerst in 5 ml 0,4 M Perchlorsiure
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(,,Perchlorsdure Supra-Qualitdit ROTIPURAN Supra 70 %%, Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, D) mit dem Homogenisator ,,T25 digital ULTRA-TURRAX* der Firma IKA
GmbH und Co. KG, Staufen, D iiber zehn Minuten homogenisiert, dann wurden 0,8 ml 0,2 M
Kaliumhydroxid (,,Kaliumhydroxid“, Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D) zugegeben
um eine Ausfillung der Proteine zu verursachen, und alles wurde iiber zehn Minuten bei 4 °C
und 3000x g mit der ,,Biofuge Stratos* der Heraeus Holding GmbH, Hanau, D zentrifugiert.
Die hier verwendeten Lésungen wurden immer mit hochaufgereinigtem Wasser (,,Wasser
ROTISOLV HPLC Gradient Grade*, Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D) angesetzt.
Der Uberstand wurde danach mit einem Spritzenvorsatzfilter filtriert, und jeweils 20 pl des
Filtrates wurde dann zur Durchfiihrung der RP-HPLC verwendet. Die Flussgeschwindigkeit
betrug 1 ml/min, und die Temperatur lag bei 25 °C. Die UV-Detektion erfolgte bei 254 nm
(siche Tabelle 9, Zubehor fiir die RP-HPLC).

Die Retentionszeiten, also die Zeiten, bei denen die jeweiligen maximalen Spitzenwer-
te auftraten, waren 2,9 Minuten fiir Hypoxanthin, 5,03 Minuten fiir AMP, 6,55 Minuten flir
ADP, 6,57 Minuten fiir Adenosin und 9,85 Minuten fiir ATP. Jede Probe durchlief die RP-
HPLC drei Mal, sodass die jeweilige Konzentration aus dem Mittelwert der Ergebnisse dieser
drei Durchldufe ermittelt werden konnte.

Fiir die Kalibrierung liefen neben den tatsdchlichen Proben auch immer drei Standards
mit, die unterschiedliche Probenkonzentrationen enthielten: AMP: 6, 60 und 180 pg/ml; ADP:
0,5, 5 und 15 pg/ml; ATP: 2, 20 und 60 pg/ml; Adenosin: 0.4, 4 und 12 pg/ml und Hypo-
xanthin: 0,9, 9 und 27 pg/ml. Anhand dieser Standards konnte die lineare Regression (R*:
0,96 bis 1,0) ermittelt werden, welche die Grundlage fiir die spétere Berechnung der jeweili-

gen Quantitét des gesuchten Bestandteils darstellt.
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Tabelle 9: Verwendetes Zubehor fiir die RP-HPLC

Zubehor

Name und Firma

Beschreibung

RP-HPLC

HPLC-Anlage,
Knauer GmbH, Berlin, D

Ionenaustauschchromatographie

mit RP-Séule

Stationdre Phase

,,LIChroCART 250-4 LiChrospher
100 RP-18%, Merck KG Darmstadt,
D

RP-Séule

Acetonitril

»Acetonitril”, Carl Roth GmbH &
Co. KG, Karlsruhe, D

Bestandteil der mobilen Phase, 4
%

Kaliumdihydrogenphosphat

,.Kaliumdihydrogenphosphat*, Merck
KG Darmstadt, D

Bestandteil der mobilen Phase,

215 mmol/l

Kaliumhydroxid

,,Kaliumhydroxid*“, Carl Roth GmbH
& Co. KG, Karlsruhe, D

Bestandteil der mobilen Phase,

0,4 %

Tetrabutylammoniumhydrogensulfat

,,Tetrabutylammoniumhydrogensulfat
97 %", Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim, D

Bestandteil der mobilen Phase,

23 mmol/l

Perchlorsdure

,Perchlorsdure Supra-Qualitét
ROTIPURAN Supra 70 %*, Carl
Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D

Homogenisierung der Probe

Hochleistungsdispergierer

,, 125 digital ULTRA-TURRAX",
IKA GmbH und Co. KG, Staufen, D

Homogenisierung der Proben

Kaliumhydroxid ,.Kaliumhydroxid®, Carl Roth GmbH | Ausfillung
& Co. KG, Karlsruhe, D

Wasser »Wasser ROTISOLV HPLC Gradient | Hochaufgereinigtes Wasser
Grade*, Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, D

Zentrifuge .Biofuge Stratos®, Heraeus Holding | Zentrifugiert gekiihlt auf4 °C

GmbH, Hanau, D

iiber zehn Minuten bei 3000x g
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34 Statistik

Die Ergebnisse aller erfassten Daten wurden als Mittelwert und dessen Standardfehler (MW
mit SEM) von n Experimenten angegeben. Um festzustellen, ob Unterschiede der Werte sig-
nifikant waren, wurde der Mann-U-Whitney-Test fiir ungepaarte und der Wilcoxon-
Vorzeichen-Rang-Test fiir gepaarte Beobachtungen durchgefiihrt. Dabei wurde als Signifi-

kanzniveau ein Wert von p < 0,05 festgelegt.
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4 Ergebnisse

4.1 Versuchsdurchfiihrung

Die Versuche wurden, wie im Abschnitt ,,Tiere, Material und Methoden* beschrieben, durch-
gefiihrt. Die dort aufgefiihrten Proben bzw. Parameter konnten zu den vorgesehenen Zeiten

entnommen bzw. bestimmt werden.

Tabelle 10: Allgemeine Angaben zu den drei Ferkelgruppen
(Mittelwerte und ihre Standardfehler)

Gruppe Gewicht Linge Anfangs- Gesamt-OP Zeit
in kg in cm Himatokrit in % in Stunden
Kontrolle 12+1,23 76,43 + 3,26 21+2 5+0,22
HLM 11,75+ 0,92 71 +£2,65 25+1 55+0,3
EGCG 11,17+ 0,06 75,33 + 1,63 21+3 5,08 0,35

4.2  Ergebnisse der postoperativen Untersuchungen

4.2.1 Histologie: HE-Farbung

Mit dieser histologischen Ubersichtsfirbung war es mdglich, einen histomorphologischen
Uberblick iiber das Priparat zu gewinnen. Verschiedene strukturelle Verdnderungen in der
Niere wurden beurteilt, welche einen Hinweis auf eine Schiadigung dieses Organs gaben.

Bei der Auswertung wurde auf zwei Strukturen in der Niere fokussiert: das Glomeru-
lum und den proximalen Tubulus. Es wurden jeweils die zu Anfang des Versuches entnom-
menen Biopsien angefarbt und mit den post mortem gewonnenen, angefarbten Proben vergli-
chen. Es wurde so verfahren, um nicht nur einen Vergleich zwischen den einzelnen Gruppen
ziehen, sondern, um auch einen Vorher-Nachher-Vergleich bei den individuellen Tieren

durchfihren zu konnen.
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4.2.1.1 Das Glomerulum, HE-Farbung

In den Glomeruli wurden die Gesamtfldache eines Glomerulums, die Gesamtfliche des Spaltes
zwischen Bowmanscher Kapsel und dem Kapillarknduel und die Breite an der breitesten Stel-
le ebendieses Spaltes gemessen (siche Abbildung 4).

Die Gesamtfldche der Glomeruli vergroBerte sich in allen drei Gruppen im Vergleich
zur Gesamtfliche in den Biopsien vom Anfang der Versuche signifikant (p < 0,05). Aller-
dings unterschied sich der post-OP-Wert der EGCG-Gruppe signifikant (p < 0,05) von den
post-OP-Werten der anderen beiden Gruppen. Diese Verdnderungen sollten mit Vorsicht in-
terpretiert werden, da die Biopsien aufgrund der Entnahmetechnik stark gequetscht wurden
und daher moglicherweise keine verldsslichen Aussagen beziiglich der Groflenverdnderung
der Gesamtfliche der Glomeruli getroffen werden kénnen (sieche Abb. 1; Tabelle 29 im An-
hang).

Die Grofe der Spaltfliache stieg nur in der HLM-Gruppe signifikant (p < 0,05) an. Die
Spaltfliche in der Kontrollgruppe vergréBerte sich nicht. In der EGCG-Gruppe konnte eine
VergroBerung der Fliche durch das EGCG verhindert werden. Aulerdem war der post-OP-
Wert der HLM-Gruppe signifikant (p < 0,05) gréBer als die Werte der Kontroll- und der
EGCG-Gruppe. Dagegen gab es keinen Unterschied zwischen den post-OP-Werten der Kon-
troll- und der EGCG-Gruppe (siche Abb. 2; Tabelle 30 im Anhang).

Ebenso wie die Spaltfliche verhielt sich die Spaltbreite: Nur in der HLM-Gruppe stieg
thre Grofle signifikant (p < 0,05) an. Der Wert der Kontrollgruppe stieg nicht an. In der
EGCG-Gruppe konnte einer signifikanten (p < 0,05) Verbreiterung des Spaltes durch das
EGCG entgegengewirkt werden. AuBBerdem unterschieden sich auch hier die post-OP-Werte
der Kontroll- und der EGCG-Gruppe signifikant (p < 0,05) von dem der HLM-Gruppe — die
Werte der Kontroll- und der EGCG-Gruppe unterschieden sich nicht voneinander, wogegen
der Wert der HLM-Gruppe signifikant (p < 0,05) groBer als die beiden anderen war (siche
Abb. 3; Tabelle 31 im Anhang).
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Abbildung 2: Spaltfliche in den Glomeruli, HE-Firbung
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Abbildung 3: Spaltbreite in den Glomeruli, HE-Firbung
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Abbildung 4: Glomeruli, HE-Firbung
a) Kontrolle und ¢) EGCG: Glomerulum (Pfeil zeigt den Spalt)
b) HLM: Glomerulum (Pfeil zeigt den Spalt), deutlich erweiterter Spaltbereich,

Debris im Spalt erkennbar
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4.2.1.2 Der proximale Tubulus, HE-Firbung

In den proximalen Tubuli wurden die Epithelhhe und das prozentuale Vorkommen von
pyknotischen Verdnderungen an den Zellkernen und von vakuolisierten Zellen ausgewertet
(bei den beiden letztgenannten Strukturen wurde der prozentuale Anteil pyknotischer Zellker-
ne von deren Gesamtzahl bzw. der prozentuale Anteil von proximalen Tubuli mit vakuolisier-
ten Zellen von deren Gesamtzahl angegeben) (sieche Abb. 8). AuBerdem wurden die Lumina
der Tubuli auf das Vorhandensein von Debris untersucht (siche Abb. 9).

Die Epithelhohen der Kontroll- und der HLM-Gruppe stiegen signifikant (p < 0,05)
an, die der EGCG-Gruppe jedoch nicht. Des Weiteren unterschied sich der post-OP-Wert der
EGCG-Gruppe signifikant (p < 0,05) von den entsprechenden Werten der anderen zwei
Gruppen. Diese Ergebnisse beziiglich der Unterschiede der Epithelhdhen erscheinen fragwiir-
dig. Sie sollten kritisch betrachtet werden. Aufgrund der Entnahmetechnik der Biopsien wur-
den diese stark gequetscht, und es ist moglicherweise nicht immer angebracht, die Werte der
Biopsien mit denen der post mortem entnommenen Proben — bei denen eine wesentlich scho-
nendere Entnahme moglich war — zu vergleichen (siehe Abb. 5; Tabelle 32 im Anhang).

Die Prozentzahl der pyknotischen Zellkerne stieg bei allen drei Gruppen signifikant (p
< 0,05) an. Dies war bei der HLM-Gruppe am stidrksten und bei der Kontrollgruppe am
schwichsten ausgeprigt; die HLM-Gruppe zeigte signifikant (p < 0,05) mehr pyknotische
Kerne als die Kontrollgruppe. In der EGCG-Gruppe war erkennbar, dass EGCG den Kern-
pyknosen zwar leicht, aber nicht signifikant (p < 0,05), entgegenwirken konnte — der EGCG
Wert unterschied sich weder vom Wert der Kontroll- noch von dem der HLM-Gruppe signifi-
kant (p <0,05) (siche Abb. 6; Tabelle 33 im Anhang).

Die Prozentzahl proximaler Tubuli, welche vakuolisierte Zellen beinhalteten, erhohte
sich nur in der HLM- und in der EGCG-Gruppe signifikant (p < 0,05), in der Kontrollgruppe
war keine Verdnderung zu bemerken — weder im Vergleich mit den Biopsien aus der Kon-
trollgruppe, noch im Vergleich mit den post-mortem-Werten der anderen Gruppen. In der
EGCG-Gruppe waren bemerkenswerterweise signifikant (p < 0,05) weniger proximale Tubuli
mit vakuolisierten Zellen sichtbar als in der HLM-Gruppe — EGCG konnte die Zahl jener pa-
thologisch verdnderten proximalen Tubuli vermindern (siche Abb. 7; Tabelle 34 im Anhang).

Debris, ein weiteres Zeichen fiir pathologische Verdnderungen, war in verschiedenen
Tubuluslumina immer wieder auffindbar, allerdings ohne dass sich signifikante Unterschiede

hatten darstellen lassen konnen.
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HE-Farbung:
Vakuolisierte Zellen in den proximalen Tubuli
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Abbildung 7: Vakuolisierte Zellen in den proximalen Tubuli, HE-Farbung;
angegeben ist der prozentuale Anteil proximaler Tubuli

mit vakuolisierten Zellen von deren Gesamtzahl
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Abbildung 8: Proximale Tubuli, HE-Firbung
a) Kontrolle, b) HLM und ¢) EGCG: Pyknotische Zellkerne (blauer Pfeil)

und vakuolisierte Zellen (schwarzer Pfeil) in proximalen Tubuli

Anmerkung: Durch Vakuolenbildung scheinen betroffene Tubuli heller als gewohnt
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Abbildung 9: Proximale Tubuli (Debris im Lumen), HE-Féarbung
a) Kontrolle und ¢) EGCG: Proximale Tubuli ohne Debris im Lumen (schwarze Pfeile)

b) HLM Debris (schwarze Pfeile) im Lumen proximaler Tubuli
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4.2.2 Immunhistochemie: HIF-1-alpha-TSA-Farbung

Bei dieser immunhistochemischen Farbung wird das Auftreten von HIF-1-alpha im Zellkern
nachgewiesen. Zellen, die von einer Zellhypoxie oder -ischdmie betroffen waren, zeigen eine
Akkumulation von HIF-1-alpha im Zellkern. Diese sogenannte Kernpositivitit stellt sich in
Form von dunkel- bis braunrot angefarbten Kernen dar (vgl. 3.3.2.2.1; siche Abb. 11).

Nach einer Vorauswertung von vier Ferkeln (jeweils zwei Tiere aus der Kontroll- und
zwei aus der HLM-Gruppe) wurde beschlossen, die Zellkerne der proximalen Tubuli auszu-
werten, weil sich hier die groflte Verdnderung zeigte (siche Tabelle 35 im Anhang).

Der Prozentsatz von positiv angefdrbten Kernen in den proximalen Tubuli war in der
HLM-Gruppe signifikant (p < 0,05) erhoht im Vergleich zur Kontrollgruppe. Auch die
EGCG-Gruppe zeigte einen signifikant (p < 0,05) hoheren Prozentsatz von positiv angefarb-
ten Kernen im Vergleich zur Kontrollgruppe. Allerdings wies die EGCG-Gruppe trotzdem
signifikant (p < 0,05) weniger kernpositive Zellen auf als die HLM-Gruppe — was bedeutet,
dass EGCG das Auftreten von Kernpositivitit signifikant (p < 0,05) mindern konnte (siche
Abb. 10; Tabelle 36 im Anhang).
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HIF-1-alpha-TSA-Farbung:
Kernpositivitat in den proximalen Tubuli
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Abbildung 10: Kernpositivitit in den proximalen Tubuli, HIF-1-alpha-TSA-Fiarbung;

angegeben ist der prozentuale Anteil positiver Zellkerne

in den proximalen Tubuli von deren Gesamtzahl
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Abbildung 11: Proximale Tubuli, HIF-1-alpha-TSA-Firbung
a) Kontrolle: Keine Kernpositivitit in proximalen Tubuli

b) HLM und c¢) EGCG: Kernpositivitiit (schwarze Pfeile) in proximalen Tubuli
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4.2.3 Immunhistochemie: Nitrotyrosin-AEC-Firbung

Bei dieser immunhistochemischen Farbung lassen sich Zellen darstellen, die nitrosativem
Stress ausgesetzt waren. Dies geschieht durch die Anfarbung von Nitrotyrosin, welches bei
nitrosativem Stress in der Zelle gebildet wird. Bei Positivitit stellen sich die betroffenen Zel-
len rosafarben bis rot dar (vgl. 3.3.2.2.2; siche Abb. 13).

Folgende histologische renale Strukturen wurden beurteilt: die distalen Tubuli und die
Sammelrohre. Glomeruli und proximale Tubuli farbten sich nach dem hier verwendeten Pro-
tokoll entweder gar nicht oder durchgidngig sehr blass rosa an — zeigten also keine Bildung
von Nitrotyrosin und wurden daher nicht beurteilt.

Die Prozentsatz von positiv angefarbten distalen Tubuli war in der HLM-Gruppe der
signifikant (p < 0,05) hochste von allen drei Gruppen. Die Kontrollgruppe wies signifikant (p
< 0,05) weniger positiv angefarbte distale Tubuli als die HLM- und die EGCG-Gruppe auf.
Die EGCG-Gruppe zeigte zwar signifikant (p < 0,05) mehr Nitrotyrosin-positive distale Tu-
buli als die Kontrollgruppe, allerdings auch signifikant (p < 0,05) weniger als die HLM-
Gruppe. Das zeigt, dass EGCG im Stande war, die Bildung von Nitrotyrosin in den Zellen zu
mindern.

In den Sammelrohren wurden dhnliche Resultate wie in den distalen Tubuli gefunden

(siche Abb. 12; Tabelle 37 im Anhang).
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Nitrotyrosin-AEC-Farbung:
Positive distale Tubuli und Sammelrohre
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Abbildung 12: Positive distale Tubuli und Sammelrohre, Nitrotyrosin-AEC-Féirbung;

angegeben ist der prozentuale Anteil

positiver distaler Tubuli und Sammelrohre von deren Gesamtzahl
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¢)
Abbildung 13: Distale Tubuli und Sammelrohre, Nitrotyrosin-AEC-Firbung
a) Kontrolle: Keine eindeutige Bildung von Nitrotyrosin erkennbar
b) HLM und c¢) EGCG: Positiv angefirbte distale Tubuli (schwarze Pfeile)

und positiv angefiarbte Sammelrohre (blaue Pfeile)
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4.2.4 Immunhistochemie: AIF-TSA-Farbung

Bei dieser immunhistochemischen Farbung wird das Auftreten von Apoptose-induzierendem
Faktor (AIF) im Zellkern nachgewiesen. Befindet sich AIF im Kern, so zeigt das, dass die
Zelle eine Schédigung erlitten hat, bei welcher die Mitochondrien in Mitleidenschaft gezogen
wurden. AIF ist daraufhin aus seiner physiologischen Lokalisation zwischen den beiden
Membranen des Mitochondrions ausgetreten, hat das Zytosol durchwandert und ist in den
Zellkern eingetreten.

Befindet sich AIF im Zellkern, so stellt sich dieser in der AIF-TSA-Firbung rot bis
dunkelrot dar — dies wird als Kernpositivitdt bezeichnet.

In dieser Farbung wurden die Glomeruli, die proximalen und die distalen Tubuli und
die Sammelrohre beziiglich des prozentualen Anteils an Kernpositivitidten von der Gesamtheit
der Kerne der jeweiligen Struktur ausgewertet.

Der Prozentsatz von positiv angefdrbten Kernen war in der HLM-Gruppe bei allen vier
betrachteten Strukturen signifikant (p < 0,05) erhoht im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die
Glomeruli wiesen dabei den hochsten Anteil an Kernpositivititen auf. Die EGCG-Gruppe
jedoch zeigte nur bei zwei der betrachteten Strukturen — den proximalen Tubuli und den
Sammelrohren — einen signifikant (p < 0,05) hoheren Prozentsatz von positiv angefarbten
Kernen im Vergleich zur Kontrollgruppe. Der Prozentsatz von Kernpositivitdten in den dista-
len Tubuli der EGCG-Gruppe befand sich genau zwischen dem der Kontroll- und dem der
HLM-Gruppe dieser Struktur, ohne dass zu einem von beiden eine Signifikanz (p < 0,05) be-
stand. Die Glomeruli der EGCG-Gruppe wiesen signifikant (p < 0,05) weniger Kernpositivi-
titen auf als die der HLM-Gruppe und unterschieden sich nicht signifikant (p < 0,05) zur
Kontrollgruppe (siche Abb. 14; Tabelle 38 im Anhang).

Diese Farbung zeigt also, dass die Mitochondrien der renalen Zellen durch die Durch-
filhrung des kardiochirurgischen Eingriffes mit Verwendung einer HLM eine Schadigung
erlitten, welche das Potential hat, eine Apoptose der Zelle zu verursachen. Durch die Gabe
von EGCG konnte diese Schiadigung teilweise abgemildert werden.

Es werden représentativ fiir diese Farbung Bilder der Glomeruli aus den drei verschie-
denen Gruppen gezeigt, da diese Struktur die Unterschiede am deutlichsten aufzeigt (siche

Abb. 15).
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AIF-TSA-Farbung:
Kernpositivitat in den Glomeruli, den proximalen und
distalen Tubuli und in den Sammelrohren
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Abbildung 14: Kernpositivitit in den Glomeruli, proximalen und distalen Tubuli und
den Sammelrohren, AIF-TSA-Fiarbung; angegeben ist der prozentuale Anteil
positiver Zellkerne in den Glomeruli, proximalen und distalen Tubuli

und in den Sammelrohren von deren Gesamtzahl
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Abbildung 15: Glomeruli, AIF-TSA-Firbung

a) Kontrolle: Keine Kernpositivitit im Glomerulum

b) HLM und c¢) EGCG: Kernpositivitiit (schwarze Pfeile) im Glomerulum
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4.3 Ergebnisse der Blutproben

Von allen bestimmten Blutwerten (Blutchemie, Eiweilelektrophorese, grofles Blutbild und
Thrombozyten mit mikroskopischer Differenzierung; vgl. 3.3.4) werden an dieser Stelle aus-
schlieBlich die fiir die Bewertung des Zustandes der Niere und des gesamten Korpers relevan-
ten Werte Serumkreatinin, -harnstoff und Gesamteiweill ausgewertet.

Da es wihrend des Versuches aufgrund von Blutverlusten oder Himodilution einer-
seits, und von Bluttransfusionsgaben (enthalten im Primingvolumen der HLM) andererseits zu
teils erheblichen Schwankungen des Hématokrits der Ferkel kam, wurden alle nun folgenden
Blutwerte mit dem zum jeweiligen Zeitpunkt ermittelten Hamatokrit korrigiert.

Die dafiir verwendete Formel war:

Jeweiliger Blutwert in der jeweiligen Einheit / Himatokrit in Prozent.
Wegen dieser Korrektur sind die nun folgenden Serumkreatinin-, -harnstoff- und Ge-

samteiweillwerte als relative Einheiten (rel. E.) angegeben.

4.3.1 Hamatokrit

Die Hématokritwerte der Ferkel wurden regelmiBig iiberpriift, um sie iiber dem kritischen
Wert von 11 bis 15 % zu halten. Im Falle eines Absinkens des Hidmatokrit musste Volumen
infundiert werden (vgl. 3.1.2.3; siehe Tabelle 11). In Tabelle 15 im Anhang finden sich die

Infusionsmengen, die den jeweiligen Gruppen wéhrend des Versuches verabreicht wurden.

Tabelle 11: Hamatokrit (Mittelwerte und ihre Standardfehler.
Signifikanz (p < 0,05) vs. 0 Minuten wird durch einen Asterisk (*) angezeigt,
Signifikanz (p < 0,05) vs. Kontrollgruppe durch einen Hashtag (#) und
Signifikanz (p < 0,05) vs. HLM-Gruppe durch ein Paragraphenzeichen (§))

Gruppen Hamatokrit in % Hamatokrit in % Hamatokrit in %
0 Minuten 90 Minuten 240 Minuten
Kontrolle 17,8 £ 1,31 19,49 + 1,25 22,06 +2,19
HLM 22,69+ 1,01 # 20,12 + 1,04 14,08 £ 0,93 * #
EGCG 19,55+2,4 16,13 +£0,94 § 16,48 = 1,85

67




4.3.2 Kreatinin im Serum

Das Kreatinin ist ein typischer nierenspezifischer Blutwert, welcher sich bald nach einer
Funktionseinschrankung der Niere im Blut erhohen kann.

Die Kreatininwerte (in dem groen Graphen) der HLM-Gruppe stiegen im Zeitraum
von 0 bis 240 Minuten signifikant (p < 0,05) an. Die Werte der Kontrollgruppe zeigten keine
signifikanten (p < 0,05) Verdanderungen. Die Werte der EGCG-Gruppe verhielten sich ebenso
wie die der Kontrollgruppe (siche Abb. 16; Tabelle 24 im Anhang).

Durch die Berechnung des Deltawertes (im Inset-Graphen dargestellt) von 0 und 240
Minuten aller drei Gruppen wurde deutlich, dass der Kreatininwert der HLM-Gruppe der sig-
nifikant (p < 0,05) hochste war. Durch die Deltawerte wird deutlich ersichtlich, dass das
Kreatinin durch EGCG signifikant (p < 0,05) gesenkt werden konnte.
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Abbildung 16: Korrigierte Kreatininwerte (im gro3en Graphen) und Delta der korri-
gierten Kreatininwerte (im Inset-Graphen). Die Werte des grofien Graphen
sind angegeben als relative Einheiten, da sie sich aus der Formel
Kreatinin in pmol/l / Himatokrit in Prozent ergeben.
Die Werte des Inset-Graphen sind angegeben in pmol/l, weil sie das Delta der Korrigier-

ten Kreatininwerte bei 0 Minuten und bei 240 Minuten darstellen
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4.3.3 Harnstoff im Serum

Harnstoft ist, ebenso wie Kreatinin, ein typischer nierenspezifischer Blutwert, der auch kurz
nach einem Niereninsult reagieren und ansteigen kann.

Ebenso wie bei den Kreatininwerten fand sich auch bei den Harnstoffwerten (in dem
groflen Graphen) im Zeitraum von 0 bis 240 Minuten nur in der HLM-Gruppe ein signifikan-
ter (p < 0,05) Anstieg. Die Kontrollgruppe zeigte keine signifikante (p < 0,05) Verdnderung,
ebenso wenig die EGCG-Gruppe (siche Abb. 17; Tabelle 25 im Anhang).

Die Deltawerte (dargestellt im Inset-Graphen) der jeweiligen Gruppen von 0 und 240
Minuten zeigten, dass der Harnstoff in der HLM-Gruppe signifikant (p < 0,05) am stdrksten
anstieg. Auch hier konnte EGCG gegensteuern und den Harnstoffwert signifikant (p < 0,05)

senken.
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Abbildung 17: Korrigierte Harnstoffwerte (im grofen Graphen) und Delta der korri-
gierten Harnstoffwerte (im Inset-Graphen). Die Werte des gro3en Graphen
sind angegeben als relative Einheiten, da sie sich aus der Formel
Harnstoff in mmol/l / Himatokrit in Prozent ergeben.
Die Werte des Inset-Graphen sind angegeben in mmol/l, weil sie das Delta der korrigier-

ten Harnstoffwerte bei 0 Minuten und bei 240 Minuten darstellen

69



4.3.4 Gesamteiweil

Ein verringerter EiweiBwert im Blut kann hinweisend auf einen Eiweillverlust des Korpers
aufgrund von geschéddigten Membranen bzw. Barrierefunktionen sein. Das wiirde sich im Blut
als abfallende Werte des Gesamteiwei3 dullern.

In der Auswertung des Gesamteiweiles im Blut zeigt sich, dass die Werte der HLM-
Gruppe im Zeitraum von 0 bis 90 und 0 bis 240 Minuten tatsdchlich signifikant (p < 0,05)
abfielen (siche Abb. 18; Tabelle 26 im Anhang).

Erwéhnenswert ist aulerdem, dass sich zwar bei allen drei Gruppen die gleiche, abfal-
lende Tendenz der Werte zeigte, dass die Werte sich aber nur in der HLM-Gruppe signifikant
(p < 0,05) unterschieden. EGCG ist offensichtlich in der Lage, den durch die HLM gesetzten

Schaden im Korper abzufangen.
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Abbildung 18: Korrigierte Gesamteiweiflwerte. Die Werte sind angegeben als relative
Einheiten, da sie sich aus der Formel

Gesamteiweil} in g/l / Haimatokrit in Prozent ergeben
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4.4 Ergebnisse der arteriellen Blutgasanalysen: Laktat

Wihrend des Versuches wurde der Laktatwert mittels BGA aus 1 ml arteriellem Vollblut re-
gelmiBig bestimmt. Die Werte des Laktat im Blut steigen an, wenn im Korper Gewebe nicht
addquat durchblutet wird, was zu einer Gewebsischdmie fithren kann.

Bei den Laktatwerten der Kontrollgruppe waren keine signifikanten (p < 0,05) Verén-
derungen zu vermerken. Verglichen damit zeigte die HLM-Gruppe bei 90 und bei 240 Minu-
ten einen signifikanten (p < 0,05) Anstieg der Werte, welche sich signifikant (p < 0,05) von
denen der Kontrollgruppe unterschieden. Auch die EGCG Werte stiegen bei 90 und 240 Mi-
nuten signifikant (p < 0,05) an, der Endwert der EGCG-Gruppe war jedoch signifikant (p <
0,05) niedriger als der der HLM-Gruppe und unterschied sich nicht von der Kontrollgruppe
(siche Abb. 19; Tabelle 23 im Anhang).

Im untenstehenden Graphen lassen sich besonders gut Tendenzen erkennen, wonach
der Laktatwert der HLM-Gruppe nach 90 Minuten weiter anstieg, jener der EGCG-Gruppe
sich dagegen auf dem bei 90 Minuten erreichten Level hielt — ein mildernder Einfluss von

EGCG auf die durch die HLM verursachten Schiaden wird deutlich.
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Abbildung 19: Laktatwerte (arteriell)
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4.5 Ergebnisse der Reversed Phase High Performance Liquid Chroma-
tography

Bei der hier durchgefiihrten lonenpaarchromatographie mit Reversed-Phase-Séule wurden die
jeweiligen Gehalte von Adenosintri-, Adenosindi- und Adenosinmonophosphat (ATP, ADP,
AMP), Adenosin und Hypoxanthin bestimmt. Dadurch lésst sich darstellen, ob eine ischdmi-
sche Schadigung vorlag, in welchem Malle das Nierengewebe beansprucht wurde bzw. ob es
zu einem erhdhten Energieverbrauch kam.

Die Summe der ATP-, ADP- und AMP-Werte — zusammengenommen als Summe der
energiereichen Phosphatverbindungen — war in der HLM-Gruppe signifikant (p < 0,05) nied-
riger als die Summe der EGCG-Gruppe. Die Summen der Kontroll- und der EGCG-Gruppe
unterschieden sich nicht signifikant (p < 0,05) (siche Abb. 20; Tabelle 43 im Anhang). Das
bedeutet, dass EGCG in der Lage war, den Effekt der HLM abzuschwéchen.

AuBlerdem wurden die Dephosphorylierungsratios (ATP/(ADP+AMP) und
ATP/(ADP+AMP+Adenosin)) gebildet. Hier waren die Werte der HLM-Gruppe jeweils sig-
nifikant (p < 0,05) niedriger als die der EGCG-Gruppe. Die Werte der Kontroll- und der
EGCG-Gruppe unterschieden sich nicht signifikant (p < 0,05) (siche Abb. 21; Tabelle 44 und
45 im Anhang).

Vor allem die Werte dieser beiden Dephosphorylierungsratios zeigten also, dass
EGCG in der Lage war, die negativen Auswirkungen der HLM auf die Nieren zu vermindern,
was sich hier durch eine signifikant (p < 0,05) niedrigere Dephosphorylierung von ATP in der
EGCG-Gruppe im Vergleich zur HLM-Gruppe zeigte.
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Abbildung 21: Dephosphorylierungsratios (ATP/(ADP+AMP) und

ATP/(ADP+AMP+Adenosin)); Werte ohne Einheit
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4.6 Vitalparameter und Blutgasanalyse

Alle Ferkel begannen den Versuch mit vergleichbaren Vitalparametern. Wéahrend des Versu-
ches war es das Ziel, diese Vitalparameter im physiologischen Rahmen zu halten, sodass et-
waige Entgleisungen die Ergebnisse nicht beeinflussen wiirden. Bei Bedarf konnten unter-
schiedliche medikamentdse Interventionen (vgl. 3.1.2.3) vorgenommen oder Geréteeinstel-
lungen verandert werden, um den Zustand der Tiere stabil zu halten.

Arterielle Blutgasanalysen wurden in halbstiindigen Abstdnden durchgefiihrt, um den
metabolischen Zustand der Ferkel zu iiberwachen (vgl. 3.2.5). Die aus den Blutgasanalysen
aufgezeichneten Werte finden sich unter 4.3.1, unter 4.4 und im Anhang.

Auflerdem wurden die folgende Parameter regelméafig iiberwacht: Der systolische und
der diastolische arterielle Druck sowie der arterielle Mitteldruck, die Herzfrequenz, die Sauer-
stoffséttigung und der zentralvendse Druck. In der Kontrollgruppe stiegen der systolische
arterielle und der zentralvendse Druck sowie der arterielle Mitteldruck im Zeitraum von 0 bis
240 Minuten signifikant (p < 0,05) an. In der HLM-Gruppe stieg die Herzfrequenz im Zeit-
raum von 0 bis 240 Minuten signifikant (p < 0,05) an und der arterielle Mitteldruck und der
diastolische arterielle Druck fielen im selben Zeitraum signifikant (p < 0,05) ab. In der
EGCG-Gruppe fiel der diastolische arterielle Druck im Zeitraum von 0 bis 240 Minuten signi-
fikant (p < 0,05) ab. Im Vergleich der Gruppen miteinander zeigte sich, dass der diastolische
arterielle und der zentralvenose Druck der HLM-Gruppe bei 0 Minuten signifikant (p < 0,05)
grofler waren, als die der Kontrollgruppe, ebenso verhielt sich die Herzfrequenz bei 240 Mi-
nuten, wogegen der diastolische arterielle Druck und der Mitteldruck der HLM-Gruppe zu
diesem Zeitpunkt signifikant (p < 0,05) niedriger als die der Kontrollgruppe waren. Der systo-
lische arterielle Druck der EGCG-Gruppe war bei 240 Minuten signifikant (p < 0,05) niedri-
ger als der der Kontrollgruppe, zum gleichen Zeitpunkt waren der diastolische arterielle und
der zentralvendse Druck der EGCG-Gruppe signifikant (p < 0,05) groBer bzw. kleiner als der
der HLM-Gruppe, wobei der zentralvendse Druck der EGCG-Gruppe bei 0 Minuten schon
signifikant (p < 0,05) kleiner als der der HLM-Gruppe gewesen war (siehe Tabelle 12).

Die Angaben der Vitalparameter und der durchgefiihrten Blutgasanalysen sind von
grofiter Relevanz, um zu verdeutlichen, dass die Ferkel wéhrend der Versuche in stabilen Zu-
stainden waren, dass sie sich im metabolischen Gleichgewicht befanden, und dass ihre Vital-

parameter sich im physiologischen Rahmen bewegten.
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Tabelle 12: Vitalparameter
(Mittelwerte und ihre Standardfehler.
Signifikanz (p < 0,05) vs. 0 Minuten wird durch einen Asterisk (*) angezeigt,
Signifikanz (p < 0.05) vs. Kontrollgruppe durch einen Hashtag (#) und
Signifikanz (p < 0.05) vs. HLM-Gruppe durch ein Paragraphenzeichen (§))

Gruppe Systolischer | Arterieller | Diastolischer | Herzfrequenz Arterielle | Zentralvendser
arterieller | Mitteldruck | arterieller in 0, Siitti- Druck
Druck in mmHg Druck Schligen/min gung in % in mmHg
in mmHg in mmHg
Kontrolle | 68,86+2,75 | 48,86+ 1,99 | 34,29+2,14 95,71 £4,89 99,89 + 7,14+ 1,12
0 Min 0.11
Kontrolle | 83,71 +4,77 | 55,14+ 2,13 | 40,29 +2,16 104,14 + 4,49 98,97 £ 9,14+ 0,94
120 Min * 0,68
Kontrolle | 85,57+3,79 | 57,14+ 1,5 | 38,57 +2,08 108,43 + 5,02 99,71 £ 9,71+ 1,34
240 Min " " 0.21 ’
HLM 743+£342 | 535+1,92 | 40,9+ 1,42# 107,5+3,27 99,77 £ 0,1 12,1 £1,54
0 Min #
HLM 85,5+ 5,47 50+ 3,55 342+£237% | 129,44+8,07 | 98,1 £1,58 13,7+ 1,39
120 Min #
HLM 76,9 + 4 43,7+1,69 | 251+1,89* 150,5 + 8,42 95,14+ 3,1 12 +0,99
240 Min " # T
EGCG 73,5+£7,02 | 59,67+ 6,44 44 + 4,68 111,5+5,68 99,67 + 7,67 £ 0,62
0 Min 0,33 3
EGCG 83 +£10,5 58 +£4,97 41,6 +4,99 128 £15,95 99,8 £ 0,2 925+25
120 Min
EGCG 72,33 £3,76 | 52,67+4,21 | 34,6+197 * 139 +£9,09 98,5+ 0,96 7+ 1,47
240 Min # 3 3

Tabelle 13: Deltawerte der arteriellen Mitteldriicke bei 0 und 120 Minuten
(Mittelwerte und ihre Standardfehler)

Gruppe Delta in mmHg
Kontrolle -6,29 £2,12
HLM 35+29
EGCG 3,6 +8,85

75




5 Diskussion

In dieser Dissertation stehen drei Fragestellungen im Vordergrund:
1. Schidigte die Verwendung einer HLM (unter hypothermen Bedingungen, mit nicht-
pulsatilem Blutfluss und Kardioplegie) die Niere?
2. Wiesen die gesetzten Schiden die Merkmale eines Ischdmie-Reperfusionsschadens
auf?
3. Konnte die Schidigung durch EGCG abgemildert werden?

Als Untersuchungsmaterial standen histologische (HE-Férbung) und immunhistochemische
(HIF-1-alpha-TSA-Farbung, Nitrotyrosin-AEC-Farbung und AIF-TSA-Fiarbung) Préparate,
Blutproben (Serumkreatinin und -harnstoff und Gesamteiweil3), Blutgasanalysen (Laktat) und
die Ergebnisse einer RP-HPLC (ATP, ADP, AMP, Adenosin) zur Verfiigung.

Des Weiteren wurde wihrend der Versuche eine Fiille von Parametern aufgezeichnet,
evaluiert und — falls notig — beeinflusst, um die Ferkel soweit moglich unter physiologischen
Bedingungen zu halten. Diese Werte befinden sich teils im Ergebnisteil und teils im Anhang
dieser Dissertation und umfassen die Ergebnisse von Blutgasanalysen (pH, Baseniiberschuss,
Natrium, Kalium, Calcium, Chlorid), Vitalparametern (systolischer, diastolischer und mittle-
rer arterieller Blutdruck, Herzfrequenz, arterielle Sauerstoffsittigung, zentralvendser Druck)
und Beatmungsparamter (Positive End Expiratory Pressure, Atemminutenvolumen, Tidalvo-
lumen, Atemfrequenz). Sie verdienen insofern Beachtung, als sie zeigen, dass sich die Ferkel
wihrend der Versuche immer in physiologischen Bereichen bewegt haben, bzw., dass im Fal-
le einer Entgleisung sofort gegengesteuert wurde. An dieser Stelle ist hervorzuheben, dass
offenbar zu keiner Zeit ein zu niedriger Blutdruck bestanden hat.

Aus den Werten dieser Parameter ist abzuleiten, dass aufgetretene pathologische Ver-
dnderungen nicht auf Monitoring- oder Managementfehler — etwa eine falsch durchgefiihrte
Beatmung oder eine schwere Azidose, der nicht entgegengewirkt wurde — zuriickgefiihrt wer-
den konnen. Verdanderungen in den Ergebnissen der histologischen oder immunhistochemi-
schen Farbungen, den Blutwerten oder den Ergebnissen der RP-HPLC miissen also durch die
Verwendung der HLM bzw. durch die hier untersuchte Substanz EGCG entstanden sein.

AuBlerdem ist ebenfalls im Anhang eine Auflistung der notig gewordenen Infusionen
und medikamentdsen Interventionen mit Katecholaminen zu finden. Die den unterschiedli-
chen Gruppen insgesamt infundierten Mengen unterschieden sich nicht signifikant (p < 0,05).

Auch die Epinephringaben waren in den drei Gruppen nicht signifikant (p < 0,05) verschie-
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den. Obwohl es bei den Norepinephringaben signifikante (p < 0,05) Unterschiede gab, soll
vor allem betont werden, dass sich bei beiden Katecholaminen deutliche Tendenzen zeigten,
nach denen die Kontrollgruppe die kleinste bzw. die HLM-Gruppe die grofite Menge von Ka-
techolaminen bekam, wéhrend sich die EGCG-Gruppe bei beiden Wirkstoffen zwischen Kon-
troll- und HLM-Gruppe bewegte. Der hohe Katecholaminverbrauch der HLM-Gruppe konnte
ein Hinweis darauf sein, dass auch das Herz durch die HLM Schadigungen davontrigt (was
durch die Gabe von EGCG positiv beeinflusst wird). Eine genauere Untersuchung dieser
HLM-assoziierten Schiden am Herzen mit Auswertung aller Daten hat dies bestitigt (KIE-
FER et al. 2012).

Das Management einer HLM kann grof3en Einfluss auf die Niere haben. Risikofakto-
ren fiir ein Nierenversagen nach einem operativen Eingriff am Herzen mit Verwendung einer
HLM sind laut SIRVINSKAS et al. (2008) ein fortgeschrittenes Alter des Patienten (> 70 Jah-
re), eine lange Aortenklemmzeit (> 75,11 Minuten), eine lange Dauer der Zeit an der HLM (>
134,74 Minuten) und bestimmte Arten der Herzchirurgie. SIRVINSKAS et al. (2008) unter-
suchten dabei die Daten von 179 nierengesunden Patienten, an denen ein kardiochirurgischer
Eingriff vorgenommen wurde. Die Patienten waren in Gruppen aufgeteilt, bei denen jeweils
unterschiedliche Perfusionsdriicke verwendet wurden — anschlieBend wurden verschiedene
Parameter im Hinblick auf eine postoperative Nierenproblematik ausgewertet. BAHAR et al.
verdffentlichten 2005 eine Studie an 14437 Patienten iiber die Risikofaktoren und die Progno-
se von akutem Nierenversagen nach Herzoperation am offenen Herzen, die belegte, dass be-
stechende Allgemeinerkrankungen (Diabetes mellitus, Hypertension, eingeschrinkte Funkti-
onsfahigkeit des linken Ventrikels, eine niedrige Herzauswurfleistung) und eine einge-
schrinkte Nierenfunktion (ein hoher préoperativer Serumkreatininwert) das Risiko fiir ein
akutes Nierenversagen ebenso erh6hen wie eine Hypothermie unter 28 °C wihrend der HLM-
Zeit. BAHAR et al. (2005) nannten auBerdem die drei oben erstgenannten von SIRVINSKAS
et al. (2008) angefiihrten Risikofaktoren, und als weitere Risikofaktoren Notoperation, Reope-
ration, weitere erforderliche Eingriffe, Reexploration wegen Blutung oder Tamponade und
Infektion. KANIJI et al. verdffentlichten 2010 eine Studie an 157 Risikopatienten, an denen
ein kardiochirurgischer Eingriff mit einer HLM vorgenommen wurde. Die pri- und intraope-
rativen arteriellen Mitteldriicke wurden betrachtet mit Hinblick auf eine postoperative Nie-
renproblematik. Diese Studie zeigte, dass ein Blutfluss von < 54 ml/kg/min und ein Deltawert
des mittleren arteriellen Druckes von > 26 mmHg das Risiko fiir einen akuten Nierenschaden

erhohen.
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Beim Vergleich von kardioplegisch wirksamen Losungen durch SCRASCIA et al. (2011) an
112 Patienten zeigte die kristalloide Losung nach Bretschneider eine gute Zellprotektion und
Wirksamkeit.

In einer Untersuchung von COOK et al. (1997) wurden pulsatiler und nicht-pulsatiler
Blutfluss und ihre Auswirkungen auf die Nierendurchblutung am Hundemodell verglichen —
es zeigte sich kein Unterschied. NAKAMURA et al. widersprachen dem allerdings in ihrer
Untersuchung am Schafmodell aus dem Jahre 2004, welche zeigte, dass der pulsatile Blutfluss
in der Lage ist, einen hoheren regionalen renalen Blutfluss in der dufleren und in der medullé-
ren Kortikalis und damit eine bessere Nierenperfusion zu erzeugen. Ist der nicht-pulsatile
Fluss dazukommend noch mit einem geringen arteriellen Mitteldruck verkniipft, so erniedrigt
sich die renale Durchblutung um ca. 30 % (nach WOO et al. (2002), Studie an 50 Patienten,
die ein Risiko fiir eine renale Dysfunktion aufwiesen und an denen Kardiochirurgie mit Ver-
wendung einer HLM durchgefiihrt wurde. In dieser Studie wurde das renoprotektive Potential
von Dopamin untersucht).

Um also die Bedingungen fiir Ferkel wiahrend der Versuche so optimal wie moglich zu
halten und nicht etwa eine Schidigung der Niere durch das bloBe Management der HLM her-
vorzurufen, wurden die oben genannten Faktoren beriicksichtigt. Da junge, gesunde Ferkel
verwendet wurden, konnten erhohtes Alter und bestehende Allgemeinerkrankung als Risiko-
faktoren ausgeschlossen werden. Die zu Beginn des Versuches entnommenen Blutproben
zeigten, dass paraklinisch keine Einschrinkung der Nierenfunktion vorlag. Die Aortenklemm-
zeit mit 60 Minuten und die gesamte Dauer der HLM-Zeit mit 90 Minuten unterschritten bei-
de die oben genannten, das Risiko eines Nierenschadens erhéhenden Zeitrdume. Die Hypo-
thermie wihrend der HLM-Zeit betrug nicht weniger als 28 °C, der Blutfluss wurde bei 100
ml/kg/min gehalten (vgl. 3.2.1), und der mittlere arterielle Druck wurde regelméBig tiber-
wacht, um ein starkes Absinken bzw. einen zu grof3en Deltawert zu verhindern (vgl. 3.2.2 und
4.6, sieche Tabelle 13). Die kristalloide Losung nach Bretschneider wurde als Kardioplegie
verwendet (vgl. 3.1.3.2.3).

In diesem Versuch wurde eine HLM mit nicht-pulsatilem Blutfluss verwendet, da dies

im klinischen Alltag gebrauchlich ist.
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5.1 Schidigte die Verwendung einer Herz-Lungen-Maschine die Niere?

Nach Auswertung und unter Einbeziehung der oben genannten Untersuchungsergebnisse und
Werte konnte eine Schidigung der Niere durch die HLM zweifelsfrei nachgewiesen werden —
somit kann die erste Fragestellung der vorliegenden Dissertation bejaht werden.

Die HE-Firbung diente als histomorphologische Ubersichtsfirbung, welche einen ers-
ten Einblick in die Ergebnisse der Versuche geben sollte. Verschiedene Strukturen wurden
begutachtet und ausgewertet.

Die Ergebnisse der Gesamtfldche der Glomeruli und der Epithelhohe der proximalen
Tubuli werden an dieser Stelle ausgelassen. Es ist zu vermuten, dass die suboptimale Entnah-
metechnik der Biopsien und die daraus resultierten Quetschdefekte derselben fiir die fragwiir-
digen Ergebnisse dieser beiden untersuchten Strukturen verantwortlich zu machen sind. Die
Ergebnisse konnen nicht interpretiert werden.

Debris in den Lumina proximaler Tubuli — ein weiteres Zeichen fiir pathologische
Veranderungen in der Niere (LEE et al. (2009) am Mausmodell) — wurde vor allem in der
HLM-Gruppe in individuellen Tubuli gefunden. Dies konnte aber nicht statistisch belegt wer-
den.

Deutliche Ergebnisse, die eine Schidigung der Niere durch die HLM beweisen, brach-
te vor allem die Betrachtung der Vergroerung und Verbreiterung des glomeruldren Spaltes
und der Bildung von Vakuolen in den tubuldren Zellen zu Tage. Die Verdanderung des glome-
ruldren Spaltes im Sinne einer FlichenvergrofSerung und Verbreiterung war schon beim ersten
Blick auf die Praparate der HLM-Gruppe ersichtlich, und lie3 sich auch statistisch belegen —
der Spalt vergroBerte und verbreiterte sich signifikant (p < 0,05), nicht nur im Vorher-
Nachher-Vergleich innerhalb der HLM-Gruppe, sondern vor allem auch im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Der Vergleich von Biopsien und post-mortem-Priparaten innerhalb der Kon-
trollgruppe zeigte keine Veranderungen.

Auch die Bildung von Vakuolen in den Zellen der proximalen Tubuli war in der
HLM-Gruppe nicht nur im Vergleich der Biopsien mit den post-mortem-Priparaten, sondern
insbesondere auch im Vergleich mit der Kontrollgruppe signifikant (p < 0,05) erhoht. Die
Kontrollgruppe zeigte im Vorher-Nachher-Vergleich keine Verdnderung beziiglich einer Va-
kuolenbildung. Ein solches Anschwellen der Tubuli weist auf eine Beeintrichtigung derselben
hin (wie auch von GOBE et al. (1999) am Rattenmodell ebenso gewertet).

Der Bildung pyknotischer Zellkerne in den Zellen der proximalen Tubuli geht einer

Apoptose bzw. einer Tubulusnekrose voraus, und kann daher ebenfalls als deutliches Zeichen
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fiir eine Schiadigung der Tubuli gewertet werden (sieche auch SCHUMER et al. (1992), am
Rattenmodell). Im Vorher-Nachher-Vergleich wurde sowohl in der Kontroll- als auch in der
HLM-Gruppe eine signifikante (p < 0,05) Vermehrung pyknotischer Zellkerne gesehen. Die
zunehmende Zahl von Kernpyknosen in der Kontrollgruppe ist auf den physischen Stress der
Narkose und der Thorakotomie zuriickzufiihren. Wichtig ist, dass die HLM-Gruppe signifi-
kant (p < 0,05) mehr Kernpyknosen aufwies — was dementsprechend nur durch die HLM aus-
gelost worden sein kann. Ein vermehrtes Auftreten von Kernpyknosen weist auf eine mogli-
che Apoptose hin. Aufgrund dessen wurde die immunhistochemische AIF-TSA-Féarbung
durchgefiihrt, welche das Vorhandensein des Apoptose-induzierenden Faktors im Zellkern
einer Zelle detektiert. Wie unten weiter ausgefiithrt wird (vgl. 5.2), zeigte diese Fiarbung er-
wartungsgemill teilweise ein vermehrtes Auftreten von AIF in den Zellkernen der HLM-
Gruppe — was mit den Ergebnissen der HE-Féarbung iibereinstimmt.

Diese Ergebnisse der histologischen Auswertung deuteten stark auf eine Schadigung
der Niere durch die HLM hin. Bei der Begutachtung der Blutbilder trat das paraklinische Kor-
relat zu den histologisch festgestellten Nierenschdden zu Tage, ndmlich eine signifikante (p <
0,05) Erhohung der nierenspezifischen Blutwerte Serumkreatinin- und -harnstoffwerte in der
HLM-Gruppe — die in der Kontrollgruppe nicht zu finden war.

Serumkreatinin und -harnstoff kdnnen sich rasch nach einer Funktionseinschrinkung
der Niere erhohen. Gerade das Serumkreatinin ist ein wichtiger Marker, um Nierenschddigun-
gen einschétzen zu konnen (SCHNEIDER et al. (2010), retrospektive Studie an 3396 padiatri-
schen Patienten). Beide Marker wiesen somit auf eine Beeintrachtigung der Niere durch die
HLM hin und zeigten, dass die HLM nicht nur fiir histologische, sondern auch fiir parakli-
nisch detektierbare, fiir die Nierenfunktion an sich relevant werdende Schidigungen der Niere
verantwortlich ist.

Die angefiihrten Werte und Ergebnisse unterschiedlicher Untersuchungen zeigen deut-
lich, dass der Niere wihrend des Versuches ein Schaden durch die HLM zugefiigt wurde.

Betrachtet man die Werte des Gesamteiweil3es aus dem Serum, so fallt auf, dass sich
das Gesamteiweill in der HLM-Gruppe signifikant (p < 0,05) verringerte. In der Kontroll-
gruppe dagegen ist keine signifikante (p < 0,05) Verdnderung der Proteine im Blut feststell-
bar. Ein Absinken von GesamteiweiBBwerten im Blut assoziiert mit der Durchfiihrung einer
HLM ist auch schon von anderen Autoren beschrieben worden (z. B. GABRIEL et al. (2011),
Studie an 18 Patienten, bei denen unterschiedliche Blutwerte wihrend und nach einem herz-
chirurgischen Eingriff mit Verwendung einer HLM bestimmt und ausgewertet wurden). O-

KAMURA et al. veroffentlichten 2010 eine Untersuchung am Schweinemodell, die zeigte,
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dass die HLM (bzw. ihre pathologischen Folgen) die GefaBpermeabilitit erhoht und die Funk-
tion von Schrankensystemen (in der Untersuchung von OKAMURA et al. (2010) die Funkti-
on der Blut-Hirn-Schranke) schidigt, wodurch es zu einem Ubertritt von Proteinen aus dem
Blut in den Liquor kommt. SEGHAYE et al. stellten 1996 eine Studie an 24 neonatalen Pati-
enten vor, bei denen die Inflammationsreaktion nach Kardiochirurgie mit Verwendung einer
HLM untersucht wurde. Diese Studie zeigte unter anderem an Hand absinkender Konzentrati-
on von Proteinen im Blut ein HLM-assoziiertes Kapillarleck-Syndrom. Die zitierten Autoren
machen die durch die HLM ausgeldste Entziindungsreaktion fiir das Absinken der Gesamtei-
weiBwerte im Blut verantwortlich. Da bei dem hier vorgestellten Versuch keine Urinanalysen
durchgefiihrt wurden, kann nicht bewiesen werden, dass die HLM auch die Nierenschranke
bzw. die Filtrierungs- und Resorptionsfunktion der Niere soweit schddigte, dass es zu einem
Ubertritt von Eiwei8 aus dem Blut in den Urin kam. Daher ist das Absinken des Gesamtei-
weiBles im Blut der HLM-Gruppe als Zeichen fiir eine generelle Schiadigung des Korpers
durch die HLM zu werten, sei diese ischdmischer Genese oder Folge einer generalisierten
Entziindungsreaktion. Gegen eine entziindliche Reaktion sprechen jedoch die kurze Indukti-
onszeit und das Fehlen entziindlicher Infiltrate zumindest in dem Zeitfenster der vorliegenden
Studie.

Diese Ergebnisse zeigen deutlich, dass die Niere eine HLM-assoziierte Schadigung

davon getragen hat. Im Folgenden wird nun auf die Natur dieser Schadigung eingegangen.
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5.2 Wiesen die gesetzten Schiden die Merkmale eines Ischimie-

Reperfusionsschadens auf?

Auch die zweite Fragestellung dieser Dissertation ist zu bejahen.

Dafiir sprechen in erster Linie die Ergebnisse der drei immunhistochemischen Farbun-
gen. Die HIF-1-alpha-TSA-Féarbung kann eine Akkumulation von HIF-1-alpha in den Zell-
kernen der Zellen der proximalen Nierentubuli zeigen (was sich in der Farbung als sogenannte
Kernpositivitit darstellt). Diese Akkumulation findet nach einer hypoxischen Schidigung statt
(nach ZAGORSKA und DULAK 2004); dies weist darauf hin, dass eine Gewebsischimie
bestanden hat. HIF-1-alpha wird physiologisch stets in den Zellen exprimiert, aber auch fort-
wiéhrend abgebaut. Der Abbau kann allerdings nur in Anwesenheit von Sauerstoff stattfinden.
Eine Gewebshypoxie flihrt dementsprechend zu einer Abbauhemmung von HIF-1-alpha, wor-
aufhin es sich in der Zelle anhduft und in den Kern tibertritt — was als HIF-1-alpha-
Translokation bezeichnet wird.

In den mit der HIF-1-alpha-TSA-Féarbung gefarbten Priparaten der HLM-Gruppe lief3
sich eine deutliche Kernpositivitit darstellen, im Gegensatz zu den Préparaten der Kontroll-
gruppe. Die HLM-Gruppe zeigte signifikant (p < 0,05) mehr positive Reaktionen auf diese
Farbung. Daher kann davon ausgegangen werden, dass die Niere wihrend der HLM-Zeit ei-
ner hypoxischen Phase ausgesetzt war, welche sie ischdmisch schédigte.

Bei der zweiten durchgefiihrten immunhistochemischen Farbung, der Nitrotyrosin-
AEC-Fiarbung, wurde Nitrotyrosin in den Zellen der distalen Tubuli und der Sammelrohre
detektiert. Nitrotyrosin wird durch reaktive Stickstoffspezies gebildet, welche wihrend der
HLM-Zeit in grolen Mengen im Organismus entstehen (nach HAYASHI et al. (2004) am
Rattenmodell). Ein wichtiger Vertreter der reaktiven Stickstoffspezies ist Peroxinitrit, welches
aus Stickstoffmonoxid und Superoxidanionen entsteht. Es ist in Gegenwart von Kohlendioxid
seinerseits verantwortlich fiir die Entstehung von Stickstoffdioxid und Carbonat-
Radikalanionen. Diese beiden wiederum reagieren mit der korpereigenen Aminosaure Tyrosin
(SZABO et al. 2007). Diese als Nitrosylierung bezeichnete Reaktion fiihrt zur Entstehung von
Nitrotyrosin, welches in der Immunhistochemie dazu verwendet wird, das Einwirken von Pe-
roxinitrit auf die Zellen sichtbar zu machen — Nitrotyrosin wurde daher als ,,Fuabdruck des
Peroxinitrit bezeichnet (VIRAG et al. 1998). Nitrotyrosin zeigt also nitrosativen Stress an,
der auf die Zelle eingewirkt hat — wie es auch bei einer Zellischdmie geschieht.

In dieser Farbung reagierten die Préparate aus der HLM-Gruppe deutlich positiv; sie

zeigten signifikant (p < 0,05) mehr positive distale Tubuli und Sammelrohre als jene der Kon-
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trollgruppe. Dieses Ergebnis — das Vorkommen von Nitrotyrosin in den Nierenzellen — zeigt,
dass die HLM fiir die Generierung von nitrosativem Stress verantwortlich ist, welcher auf die
Nierenzellen eingewirkt hat.

Die dritte immunhistochemische Farbung, die AIF-TSA-Farbung, zeigt an, ob Stress
und negative Krifte auf die Zelle gewirkt haben, welche zu einer Schidigung der Mitochond-
rien und dadurch letztendlich zu einer Freisetzung von AIF, dem Apoptose-induzierenden
Faktor, gefiihrt haben. Durch die oxidative Phosphorylierung, welche an der mitochondrialen
Membran stattfindet, ist das Mitochondrium auf der einen Seite verantwortlich fiir die Pro-
duktion von radikalen Sauerstoffspezies (ROS), gerit auf der anderen Seite aber auch leicht in
den Einfluss der ROS und wird von ihnen geschidigt (OTT et al. 2007). Wirkt ein oxidativer
Stress auf eine Zelle ein und zieht die Mitochondrien in Mitleidenschaft, so kann dies zur
Freisetzung von AIF fiihren, welches sich physiologisch in den intramembrandsen Rdumen
der Mitochondrien befindet. Freigesetztes AIF durchwandert das Zytosol und fiihrt letztend-
lich im Zellkern zur Kondensation von Chromatin und zur Fragmentierung von DNS (CAN-
DE et al. 2002) — kann also, wie sein Name schon sagt, letztendlich eine Apoptose der Zelle
induzieren.

In der AIF-TSA-Féarbung zeigten die Praparate der HLM-Gruppe in allen vier betrach-
teten renalen Strukturen signifikant (p < 0,05) hohere prozentuale Anteile an Kernpositivité-
ten als die der Kontrollgruppe. Die Kernpositivitét zeigt bei dieser Farbung an, dass AIF auf-
grund einer (oxidativen) Schadigung der Mitochondrien ausgetreten ist und sich nunmehr im
Zellkern befindet, wo er Apoptose ausldsen kann. Dies ist also als weiterer Hinweis auf eine
durch die HLM ausgeldste Ischimie mit vermehrter Produktion von oxidativem Stress zu
werten, und auBBerdem als Zeichen fiir das Apoptose auslosende Potential der HLM.

Bei den beiden letztgenannten immunhistochemischen Féarbungen muss eine Limitati-
on erwdhnt werden: Aufgrund technischer Schwierigkeiten bei beiden Farbungen war es nicht
moglich, alle Praparate anzufdrben und auszuwerten. Es konnten dementsprechend nicht alle
Versuchstiere, aber die Mehrzahl (d. h. mindestens fiinf Tiere aus jeder Gruppe), in die Aus-
wertung einflie3en.

Einen weiteren Hinweis fiir die durch die HLM gesetzte Ischdamie lieferte die Messung
der energiereichen Phosphate durch die RP-HPLC. Die RP-HPLC ist ein etabliertes unter an-
derem von der Transplantationsmedizin genutztes Verfahren, um Ischdmie-Reperfusionssché-
den zu erkennen (MAESSEN et al. 1988). Energie in Form von ATP wird in den Zellen des
Korpers durch oxidative Phosphorylierung aus Nucleosid-Phosphaten und Adenosin herge-
stellt. Fiir die Funktion der ATP-Synthase ist die Arbeit der Atmungskette im Mitochondrion
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notwendig. Diese Atmungskette beinhaltet einen sauerstoffabhidngigen Komplex. Besteht ein
hypoxischer Zustand, so konnen die energiereichen Phosphatverbindungen im Mitochondrion
nicht mehr produziert werden.

Die Evaluation der renalen RP-HPLC Ergebnisse dieses Versuches zeigte diesen Vor-
gang im Ansatz. In der HLM-Gruppe ist der Wert der Summe der energiereichen Phosphat-
verbindungen ATP, ADP und AMP der tendenziell niedrigste Wert, obwohl kein signifikanter
(p < 0,05) Unterschied zur Kontrollgruppe bestand. Dieses Ergebnis ist also als weiterer Hin-
weis fiir eine ischdmische Schadigung durch die HLM zu werten.

Bei der Auswertung der renalen RP-HPLC muss eine Limitation beachtet werden: Die
Entnahme und das Schockfrosten der Gewebeproben aus der Niere konnte aus technischen
Griinden erst mehrere Minuten nach dem Exitus des jeweiligen Tieres erfolgen. Da die Halb-
wertszeiten, besonders von Adenosin, aber auch von den drei energiereichen Phosphaten und
von Hypoxanthin, sehr kurz sind, ist es mdglich, dass bei einigen Ferkeln der Zeitraum zwi-
schen Euthanasie und Entnahme und weiterer Bearbeitung der Probe zu lang war, sodass die
Dephosphorylierung iiberschétzt werden konnte.

Ein Blutwert, der regelméBig kontrolliert wurde, ist das arterielle Laktat. Laktatwerte
erhohen sich, wenn es im Korper zu hypoxischen Zustinden kommt, die zu Ischdmien fiihren
konnen. Das Laktat zeigte keine signifikanten (p < 0,05) Verdnderungen in der Kontrollgrup-
pe, wohl aber in der HLM-Gruppe, wo es sich bis zum Ende der Versuche stetig und signifi-
kant (p < 0,05) erhohte. Dies scheint auf den ersten Blick ein eindeutiger weiterer Hinweis fiir
das Vorliegen eines ischdmischen Nierenschadens zu sein, muss aber mit Vorsicht betrachtet
werden. Da es sich bei den untersuchten Laktatwerten um Korperlaktat — und nicht um renales
Laktat — handelt und Laktat kein nierenspezifischer Wert ist, kdnnen auch extrarenale Organ-
schidigungen zur Erh6hungen des Laktats beigetragen haben. Es kann zwar behauptet wer-
den, dass das Laktat durch die HLM ansteigt; dies muss aber nicht, bzw. nicht nur auf einen
ischdmischen Schaden an der Niere zuriickzufiihren sein. RANUCCI et al. verdffentlichten
2006 eine Studie an 500 Patienten, an denen Herzchirurgie mit Verwendung einer HLM
durchgefiihrt worden war, und bei denen peri- und postoperativ Blutproben entnommen und
ausgewertet worden waren. Die Forscher kamen unter anderem zu der Erkenntnis, dass eine
Hyperlaktdmie (definiert als ein Blutlaktatwert von mehr als 3 mmol/l) wéhrend der Durch-
fithrung einer HLM auf einen maskierten Kreislaufschock hindeute, der vor allem in der post-
operativen Phase schédliche Einfliisse besonders auf die Nierenfunktion nehmen wiirde.

Ein ischdmischer Nierenschaden kann zu der Ausbildung des pathologischen Bildes

der sogenannten Schockniere fithren. Einige der histologischen Merkmale einer Schockniere —
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Epithelnekrosen, triilbe Schwellung oder hydropische Degeneration in den proximalen Tubuli
(WEISS 2007) — wurden, wie oben beschrieben (vgl. 5.1), in den mit HE geférbten histologi-
schen Priparaten aus der HLM-Gruppe gefunden: Die Kernpyknosen in Zellen der proxima-
len Tubuli, welche eine Vorstufe von Epithelnekrosen bilden, und die vakuolisierten Zellen in
den proximalen Tubuli (Vakuolisierung ist neben triiber Schwellung und hydropischer Dege-
neration ein anderer Ausdruck fiir ein Zellodem).

Das klinische Bild einer Schockniere ist das akute Nierenversagen, was sich im pa-
raklinischen Bereich durch einen Anstieg von Serumkreatinin dullert (KINDGEN-MILLES
2009). Wie ebenfalls bereits oben beschrieben kam es in der HLM-Gruppe zu einem signifi-
kanten (p < 0,05) Anstieg des Serumkreatinins.

Nach zusammenfassender Betrachtung all dieser Ergebnisse kann also davon ausge-
gangen werden, dass die Niere einen durch die HLM ausgeldsten ischdmischen Schaden erlit-
ten hat, welcher sich unter anderem durch die Ausbildung einer beginnenden Schockniere
dauBlerte. Wie schon unter 2.4.1 erldutert, kommt es bei einem HLM-assoziierten Ischidmie-
Reperfusionsschaden — wie hier nach Sichtung der oben erlduterten Ergebnisse offensichtlich
vorliegend — zundchst wihrend der ischdmischen Phase zu reversiblen Zellschddigungen,
welche sich flir gewdhnlich erst in der Reperfusionsphase als irreversibel manifestieren (MC-
COLL et al. 1998). Die festgestellte HLM-assoziierte Nierenschiddigung weist — nach Be-
trachtung der in diesem Absatz vorgestellten Ergebnisse — also vorrangig die Natur eines I-

schiamie-Reperfusionsschadens auf.
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5.3 Konnte die Schidigung durch (-)-Epigallocatechin-3-Gallat abgemildert

werden?

Die Antwort, die fiir die dritte Fragestellung dieser Dissertation gefunden werden konnte, ist
sehr interessant: EGCG milderte tatsdchlich die Schiadigung der Niere durch die HLM ab.
Diese Studie zeigt, dass EGCG in der Lage ist, durch die HLM ausgeloste Nierenschidigun-
gen teilweise unvollstindig und teilweise sogar vollstdndig zu verhindern.

Die Auswertung der mit HE angeférbten Préparate der EGCG-Gruppe zeigte, dass die
Bildung pyknotischer Zellkerne in den Zellen der proximalen Tubuli in allen drei Gruppen im
Vorher-Nachher-Vergleich der Priparate zunahm. Wihrend die HLM-Gruppe signifikant (p <
0,05) mehr Kernpyknosen aufwies als die Kontrollgruppe, befand sich die Anzahl der in der
EGCG-Gruppe aufgefundenen Pyknosen zwischen der der Kontroll- und der der HLM-
Gruppe. Die EGCG-Gruppe unterscheidet sich von keiner der beiden anderen Gruppen signi-
fikant (p <0,05).

Die Bildung vakuolisierter Zellen in den proximalen Tubuli, ebenfalls durch die HE-
Féarbung sichtbar gemacht, verstirkte sich zwar in der EGCG-Gruppe im Vergleich der post
mortem entnommenen Proben mit den Biopsien; verglich man jedoch die post-mortem-
Proben der drei Gruppen, so zeigte sich, dass die HLM-Gruppe signifikant (p < 0,05) mehr
proximale Tubuli mit vakuolisierten Zellen aufwies als die EGCG- und die Kontrollgruppe.
Zwischen letzteren beiden bestand kein Unterschied. Beziiglich der vakuolisierten Zellen
kann also von einer unvollstindigen Verhinderung bzw. einer Abmilderung der durch die
HLM gesetzten Schéden gesprochen werden.

Eine ebensolche unvollstindige Verhinderung bzw. Abmilderung durch das EGCG
wird in den beiden immunhistochemischen Fiarbungen HIF-1-alpha-TSA und Nitrotyrosin-
AEC erkennbar. In den beiden Erstgenannten zeigte die HLM-Gruppe die signifikant (p <
0,05) hochste Anzahl an Kernpositivititen bzw. positiv angefdrbten distalen Tubuli und
Sammelrohren, wihrend die Kontrollgruppe die niedrigste Anzahl zeigte. Die EGCG-Gruppe
befand sich genau dazwischen, indem sie eine signifikant (p < 0,05) niedrigere Anzahl an
positiven Kernen bzw. positiven distalen Tubuli und Sammelrohren als die HLM-Gruppe ent-
hielt, aber eine signifikant (p < 0,05) hohere Anzahl als die Kontrollgruppe. Wie oben be-
schrieben (vgl. 5.2), weisen diese beiden immunhistochemischen Farbungen auf einen (durch
die HLM gesetzten) Ischdmie-Reperfusionsschaden in der Niere hin — die HIF-1-alpha-TSA-
Féarbung beweist, dass in den Zellen der Niere der HLM-Gruppe ein ischdmischer bzw. hypo-

xischer Zustand geherrscht hat, und die Nitrotyrosin-AEC-Féarbung beweist, dass es in der

86



HLM-Gruppe zur Entstehung von Stickstoffmonoxid und freien Sauerstoffradikalen (durch
die Hypoxie ausgelost) kam, welche sich zu dem zellschédlichen Peroxinitrit (dessen Vorhan-
densein durch diese Farbung angezeigt wird) verbunden haben. Bei der Auswertung der im-
munhistochemischen Farbungen der EGCG-Gruppe zeigte sich nun, dass EGCG diese beiden
unterschiedlichen Schiadigungen der Niere durch die HLM nicht vollig verhindern kann.
EGCQG ist jedoch in der Lage, sie signifikant (p < 0,05) abzumildern.

Die Ergebnisse der immunhistochemischen Farbungen der EGCG-Gruppe sind aus ei-
nem weiteren Grund von Interesse: Die Tatsache, dass EGCG offensichtlich mildernden Ein-
fluss auf (durch freie Sauerstoffradikale und Stickstoffmonoxid gesetzte) Schiden nahm, de-
ren Vorhandensein ein Beweis fiir einen entstandenen Ischdmie-Reperfusionsschaden sind,
lasst sich auf den Wirkmechanismus von EGCG — auf den spiter weiter eingegangen wird —
zuriickfiihren: Es ist ein Antioxidans und wirkt in dieser Funktion zum einen der Bildung frei-
er Sauerstoffradikale entgegen — wie die Ergebnisse der HIF-1-alpha-TSA-Féarbung in der
EGCG-Gruppe zeigen — und zum anderen als Stickstoffmonoxidscavenger — wie die Ergeb-
nisse der Nitrotyrosin-AEC-Farbung in der EGCG-Gruppe zeigen.

Bei der dritten immunhistochemischen Farbung, der AIF-TSA-Féarbung, zeigte EGCG
in einer der vier betrachteten Strukturen — in den distalen Tubuli — eine abmildernde Wirkung,
konnte aber den durch die HLM gesetzten Schéiden nicht vollstindig entgegenwirken: Die
distalen Tubuli in der EGCG-Gruppe zeigten weder signifikant (p < 0,05) weniger Kernposi-
tivititen als die der HLM-Gruppe, noch signifikant (p < 0,05) mehr Kernpositivitdten als die
der Kontrollgruppe. Bei einer anderen Struktur in dieser Firbung — den Glomeruli — zeigte die
EGCG-Gruppe signifikant (p < 0,05) weniger Kernpositivititen als in der HLM-Gruppe, und
keinen signifikanten (p < 0,05) Unterschied zur Kontrollgruppe. Hier konnte EGCG dem ne-
gativen Effekt der HLM also vollstindig entgegenwirken. Diese Farbung gibt — ebenso wie
die beiden anderen immunhistochemischen Féarbungen — Hinweise auf eine ischdmische
Schadigung der Zelle wihrend der HLM-Zeit. Des Weiteren zeigt sie die negative Einwirkung
von radikalen Sauerstoffspezies auf die Zelle an, und die Induktion einer Apoptose. Die Er-
gebnisse dieser Farbung sind dahingehend sehr interessant, als dass sie nicht nur zeigen, dass
EGCG dem durch die HLM-assoziierte Ischdmie ausgelosten oxidativen Stress entgegenwir-
ken konnte, sondern auch, dass EGCG offensichtlich ein antiapoptotisches Potential besitzt.
Diese antiapoptotische Wirkung wurde schon von SCHROEDER et al. (2009) nach ihrer in-
vitro-Untersuchung an Rattenneuronen beschrieben und darauf zuriickgefiihrt, dass EGCG

sich in Mitochondrien anreichert, wo es als Radikalfanger wirkt.
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Noch eindeutiger zeigte sich die Wirkung von EGCG in der Betrachtung der Gro3e und Brei-
te des glomeruldren Spaltes, auch zu sehen in der HE-Farbung. Beide Parameter verdnderten
sich im Vorher-Nachher-Vergleich innerhalb der EGCG-Gruppe nicht. Der Spalt vergroBBerte
und verbreiterte sich also nicht, wie der der HLM-Gruppe, sondern verhielt sich ebenso wie
der der Kontrollgruppe. Im Vergleich der post mortem entnommenen Proben kann gesehen
werden, dass der Spalt der HLM-Gruppe signifikant (p < 0,05) groBer und breiter war als der
der EGCG-Gruppe, wihrend es zwischen EGCG- und Kontrollgruppe keine Unterschiede
gab. Insgesamt kann hier also von einer vollstindigen Verhinderung der negativen Auswir-
kungen, die die HLM auf die Nieren hat, gesprochen werden.

Auch bei der Betrachtung der nierenspezifischen Blutwerte Serumkreatinin und -
harnstoff zeigte sich eine vollstindige Verhinderung der durch die HLM gesetzten Nieren-
schiden. Ebenso wie die Kontrollgruppe stiegen beide Blutwerte bei der EGCG-Gruppe nicht
signifikant (p < 0,05) an. Die Werte der HLM-Gruppe wiederum zeigten einen signifikanten
(p < 0,05) Anstieg am Versuchsende. Auch im Vergleich der Deltawerte aller drei Gruppen
fiel deutlich auf, dass die Serumkreatinin- und -harnstoffwerte der HLM-Gruppe signifikant
(p <0,05) hoher als die der EGCG-Gruppe waren, wiahrend sich zwischen der EGCG- und der
Kontrollgruppe kein signifikanter (p < 0,05) Unterschied zeigte. Ein Anstieg dieser beiden
Blutparameter, welche paraklinisch auf eine Funktionseinschrinkung der Niere hinweisen,
konnte also durch EGCG verhindert werden.

Auch die Betrachtung der RP-HPLC Ergebnisse zeigte ein weiteres Mal, dass EGCG
die durch die HLM gesetzten Schédden teilweise vollstindig verhindern konnte. Die Summe
der energiereichen Phosphatverbindungen der EGCG-Gruppe unterschied sich nicht signifi-
kant (p < 0,05) von der der Kontrollgruppe. Diejenige der HLM-Gruppe war signifikant (p <
0,05) niedriger als die der EGCG-Gruppe. Diese Werte lassen erkennen, dass EGCG der Nie-
re einen wesentlich geringeren Energieverbrauch wéhrend der Versuchszeit ermoglichte. Die
Werte der Dephosphorylierungsratios ATP/(ADP+AMP) und ATP/(ADP+AMP+Adenosin)
zeigen eine signifikante (p < 0,05) Erhaltung von ATP in der EGCG-Gruppe im Vergleich zur
HLM-Gruppe. Dies lésst sich aus den unterschiedlichen Wirkweisen von EGCG erklaren (vgl.
2.6), die hier offensichtlich zusammen arbeiten: Die Wirkung als Antioxidans — Radikalfanger
(in-vitro-Studie von GUO et al. 1999) und Stickstoffmonoxidscavenger (in-vitro-Studie von
PAQUAY et al. 2000) — ebenso wie die antiapoptotische Wirkung (in-vitro-Studie von JANG
et al. 2010); EGCG ist in der Lage, die Zellen der Niere vor den negativen Einfliissen von
(durch einen Ischdmie-Reperfusionsschaden ausgeldstem) oxidativem und nitrosativem Stress

zu schiitzen, da dieser zu einem erhohten ATP-Verbrauch gefiihrt hétte. AuBlerdem zeigt
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EGCG auch hier wieder — wie bei den Ergebnissen der AIF-TSA-Fiarbung — sein antiapoptoti-
sches Potential.

An dieser Stelle muss auch eine Beachtung des arteriellen Laktats erfolgen. Wahrend
es sich in der Kontroll- und in der HLM-Gruppe eindeutig verhielt — es zeigte keine Verdnde-
rung in der Kontrollgruppe und einen signifikanten (p < 0,05) Anstieg in der HLM-Gruppe —
zeigte es in der EGCG-Gruppe zwar in der ersten Messperiode (von 0 bis 90 Minuten) einen
signifikanten (p < 0,05) Anstieg, blieb dann aber auf dem erreichten Level und stieg bis zum
Versuchsende nicht weiter an, bzw. zeigte sogar eine abfallende Tendenz. Hinzukommend
stellte sich der Laktatendwert der EGCG-Gruppe signifikant (p < 0,05) niedriger dar als der
Endwert der HLM-Gruppe, und zeigte keinen signifikanten (p < 0,05) Unterschied zur Kon-
trollgruppe. Wie oben beschrieben (vgl. 5.2), ist ein erhohter Laktatwert ein weiteres Zeichen
fiir eine Ischdmie, die auf den Korper eingewirkt hat. Auch durch diese Ergebnisse zeigt sich
die Wirkung des EGCG, welches in der Lage ist, die durch die HLM gesetzten ischdmischen
Schidden abzumildern. Trotzdem darf auch bei diesem Ergebnis aus der Auswertung der Lak-
tatwerte nicht die oben erwihnte Limitation auer Acht gelassen werden: Es wurde hier Kor-
perlaktat untersucht, kein renales Laktat, und somit zeigt dieser Wert zwar, dass EGCG die
Bildung ischdmischer Schiden abmildern kann, nicht aber, dass es sich hierbei um Schiaden
renaler Genese handelt.

Das Gesamteiweil3, ein anderer untersuchter Blutparameter, zeigte in der HLM-
Gruppe einen signifikanten (p < 0,05) Abfall. Das kann zwar nicht auf einen spezifischen Nie-
renschaden, wohl aber auf eine HLM-assoziierte Schidigung des Korpers hinweisen. Die
EGCG-Gruppe verhielt sich auch bei diesem Wert wie die Kontrollgruppe — es zeigte sich
kein signifikanter (p < 0,05) Abfall. Die Auswertung dieses Blutwertes zeigt also auch einen
positiven, protektiven Effekt, den EGCG den durch die HLM ausgeldsten Schdden entgegen-
setzen konnte.

Insgesamt zeigen die genannten Ergebnisse, dass EGCG in der in diesen Versuchen
verwendeten Dosierung (10 mg/kg KM) eine protektive Wirkung auf die Niere gegen die
durch die HLM gesetzten Schiaden hat. Bei dieser offensichtlichen Nierenprotektion arbeiten
die unterschiedlichen Wirkprinzipien von EGCG (vgl. 2.6) zusammen — wie oben durch die
verschiedenen Farbungen, die Blutproben, die Blutgasanalysen und die Ergebnisse der RP-
HLPC dargestellt — um die HLM-assoziierten pathologischen Einwirkungen auf den Korper —
allen voran der Ischimie-Reperfusionsschaden — teilweise abzumildern oder ihnen teilweise

sogar ganz entgegenzuwirken.
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5.4 Schlussfolgerungen fiir die Humanmedizin

Ein kardiochirurgischer Eingriff beispielsweise zur Korrektur angeborener Herzfehler bei
Kindern — der in den meisten Fillen den Einsatz einer HLM erfordert — ist mit mehreren mog-
lichen Komplikationen assoziiert, welche die postoperative Morbiditit und Mortalitét erhdhen
und fiir die Patienten die Dauer des Krankenhausaufenthalts verlangern konnen. Eines der
bedeutendsten Probleme ist eine Schidigung der Niere, welche bei Kindern mit einer hheren
Wahrscheinlichkeit auftritt als bei Erwachsenen (vgl. 2.5). Akutes Nierenversagen bzw. eine
Schidigung der Niere nach Herzchirurgie wird beim Erwachsenen laut einer Ubersichtsarbeit
von ROSNER und OKUSA aus dem Jahre 2006 in bis zu 30 % der Fille — abhéngig von der
Untersuchung und der Definition der Nierenbeeintrachtigung — beobachtet. KARKOUTT et al.
verdffentlichten zum Beispiel in ihrer Studie an 3500 Patienten aus dem Jahre 2009, an denen
ein Eingriff am offenen Herzen mit Verwendung einer HLM durchgefiihrt wurde, folgende
Zahlen: 24 % der Patienten zeigten einen mehr als 25 %-igen Riickgang der geschétzten glo-
meruldren Filtrationsrate innerhalb einer Woche nach dem Eingriff, 7 % einen mehr als 50 %-
igen Riickgang und 3 % einen mehr als 75 %-igen Riickgang. CONLON et al. kamen 1999 in
ihrer Studie an 2844 Patienten, an denen Kardiochirurgie mit Verwendung einer HLM durch-
gefiihrt wurde, zu folgenden Ergebnissen: 7,9 % der Patienten entwickelten ein akutes Nie-
renversagen (definiert als Anstieg des Serumkreatinins auf 1 mg/dl iiber den Ausgangswert),
wobei die Mortalitét in dieser Patientengruppe bei 14 % lag, und 0,7 % der Patienten entwi-
ckelten ein akutes Nierenversagen, welches mit Dialyse therapiert werden musste — in dieser
Patientengruppe lag die Mortalitdt bei 28 %.

Eine negative Beeinflussung der Niere durch die HLM war bereits Gegenstand vieler
Studien, so z. B. durch STALLWOQOD et al. (2004), die in ihrer Studie an 2199 Patienten ein
signifikant erhohtes Risiko fiir akutes Nierenversagen assoziiert mit der Verwendung einer
HLM nach Koronararterienbypass beobachteten, und durch TIRILOMIS et al. (2009), die
histologische Verdnderungen in den Nieren von Ferkeln nach Eingriffen am Herzen mit Ver-
wendung einer HLM nachwiesen.

Bei einem 2007 in Italien durchgefiihrten Acute Dialysis Quality Initiative Konsensus-
treffen zum Thema Kardiochirurgie-assoziierte akute Nierenschiddigung wurden fiinf Mecha-
nismen angefiihrt, welche als pathophysiologische Ursachen fiir die Funktionseinschrinkung
der Niere in dieser Situation gelten: exogene und endogene Toxine, metabolische Faktoren,
Ischdmie-Reperfusionsschaden, neurohormonale Aktivierung, Inflammationsreaktion und

oxidativer Stress (SHAW et al. 2008). Laut den Ubersichtsarbeiten von LAFFEY et al. (2002)
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und ATLURI et al. (2009) sind die Begleiterscheinungen der HLM — das Verursachen einer
Inflammationsreaktion und eines Ischimie-Reperfusionsschadens — fiir die Schadigungen der
Niere verantwortlich zu machen. Auch ASIMAKOPOULOS stellte 1999 die Vermutung an,
dass Nierenschddigung nach einem kardiochirurgischen Eingriff mit einer HLM vor allem auf
einen Ischdmie-Reperfusionsschaden, mdglicherweise mit Beteiligung einer Inflammations-
reaktion, zuriickzufiihren sei. Dass ein Ischdmie-Reperfusionsschaden immer mit der Produk-
tion freier Radikaler einhergeht, wurde schon unter 2.4.1 dargelegt. An dieser Stelle soll
nochmals betont werden, dass auch die Inflammationsreaktion selbst zu einer pathologischen
Uberproduktion freier Radikaler im Korper fiihrt (KAWAHITO et al. (2000), Studie an elf
Patienten, an denen kardiochirurgische Eingriffe mit Verwendung einer HLM durchgefiihrt
wurden, und deren Blut dann auf das Vorhandensein von freien Radikalen und bestimmten
Entziindungswerten untersucht wurde). Allerdings spricht die in der vorliegenden Studie beo-
bachtete gleichzeitige nukledre Translokation von HIF-1-alpha in diesem Fall fiir einen Scha-
den hypoxischer bzw. ischdmischer Genese.

Der Ischdmie-Reperfusionsschaden, der dadurch ausgeldste oxidative Stress und seine
negativen Auswirkungen auf die Niere konnen durch eine Operation am Herzen ohne Ver-
wendung der HLM signifikant gemindert werden (GERRITSEN et al. (2001), Studie an 40
Patienten, an denen Kardiochirurgie mit bzw. ohne Verwendung einer HLM vorgenommen
wurde. Verschiedene Marker fiir oxidativen Stress und fiir eine Nierendysfunktion wurden
ausgewertet). Die Moglichkeit, auf die Verwendung einer HLM zu verzichten, ist allerdings
nicht bei jeder Art kardiochirurgischer Eingriffe gegeben (vgl. Tabelle 2). Besonders die Kor-
rektur schwerwiegender kongenitaler Herzfehler, die oft komplexe und lange Operationen am
kindlichen Organismus erfordern, ist ohne eine HLM meist nicht mdglich. Daher wird nach
Moglichkeiten gesucht, die Niere vor Schadigungen durch die HLM zu schiitzen.

Da, wie oben dargelegt, oxidativer und nitrosativer Stress eine wichtige Rolle bei der
negativen Beeinflussung der Niere durch die HLM spielen, lag es fiir viele Forscher nahe,
Antioxidantien und ihre diesbeziigliche Wirkung zu untersuchen. Dabei wurden nicht nur
positive Erfahrungen gemacht: Das ,klassische® Antioxidans N-Acetylcystein zum Beispiel
zeigte keine renoprotektive Wirkung nach Kardiochirurgie mit Verwendung einer HLM
(NAUGHTON et al. (2008) und RISTIKANKARE et al. (2006), Studie an 80 Patienten, die
mildes bis moderates Nierenversagen aufwiesen und kardiochirurgischen Eingriffen mit Ver-
wendung einer HLM unterzogen wurden. Die prophylaktische Gabe von N-Acetylcystein
zeigte keine renoprotektive Wirkung). MCCOLL et al. stellten dagegen 1998 eine Studie an

24 Patienten vor, an welchen ein Eingriff am Herzen mit Verwendung einer HLM vorge-
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nommen wurde, und welche ermutigendere Ergebnisse zeigte. Prd- und postoperativ wurde
Blut abgenommen, und unter anderem der Status aller Plasmaantioxidantien (TPAS) und das
Ausmal} der Lipidperoxidation — eine durch freie Radikale verursachte Schadigung der Zell-
membran — bestimmt. MCCOLL und ihre Kollegen schlussfolgerten aus ihren Ergebnissen,
dass sich ein prdoperativ hoher Wert von TPAS und der Konsum von Plasmaantioxidantien
positiv fiir den Patienten auswirken konnte, indem diese Schutz gegen reaktive Sauerstoffspe-
zies und die mit diesen assoziierte Lipidperoxidation bieten konnten. Auch BELBOUL et al.
verdffentlichten 2001 eine ex-vivo-Untersuchung an dem Blut von 34 Patienten, an denen
Kardiochirurgie mit Verwendung einer HLM durchgefiihrt worden war, und konnten zeigen,
dass das Antioxidans Allopurinol Lipidperoxidation von Erythrozyten reduzierte.

In der vorliegenden Arbeit wurde das Antioxidans EGCG verwendet. Die Besonder-
heit von EGCG und der Grund, warum gerade dieses Antioxidans in der hier vorgestellten
Studie untersucht wurde, ist, dass es nicht nur als Radikalfdnger (in-vitro-Studie von GUO et
al. 1999) und Stickstoffmonoxidscavenger (in-vitro-Studie von PAQUAY et al. 2000) agiert.
EGCQG verfiigt tiber weitere Wirkmechanismen, die es — im Zusammenhang mit seiner antio-
xidativen Aktivitdt — in der Situation, in der der Korper sich wihrend und nach einem kardio-
chirurgischen Eingriff mit Verwendung einer HLM befindet, zu einer potentiell organprotek-
tiv wirksamen Substanz machen: Es ist antiinflammatorisch (EL-MOWAFY et al. (2011),
Studie tiber Cisplatin-induzierte Nephrotoxizitit am Rattenmodell) und antiapoptotisch (in-
vitro-Studie von JANG et al. (2010); diese Studie zeigte auch die Stickstoffmonoxid inhibie-
renden Fahigkeiten von EGCG) wirksam.

EGCG ist ein natiirlicher Bestandteil des griinen Tees (Camellia sinensis). Von den
unterschiedlichen, in griinem Tee enthaltenen Katechinen macht EGCG den grofiten Anteil
aus. Obwohl EGCG und seine unterschiedlichen Wirkungen und Vorziige in den letzten Jah-
ren ein viel erforschtes Gebiet darstellte und sich herausstellte, dass es der Medizin auf unter-
schiedlichen Gebieten von einigem Nutzen sein kann, wurde eine vergleichbare Untersuchung
bis jetzt noch nicht vorgestellt. Es existieren bereits einige vielversprechende Studien iiber die
organprotektive Funktion von EGCG nach Ischdmie-Reperfusionssituationen: ANEJA et al.
stellten 2004 eine Untersuchung am Rattenmodell vor, die zeigte, dass EGCG das Herz wéh-
rend einer Ischdmie-Reperfusion schiitzen konnte, FIORINI et al. zeigten 2005 die hepatopro-
tektiven Fahigkeiten von EGCG nach einem Ischdmie-Reperfusionsschaden am Mausmodell
und CHOI et al. veroffentlichten 2004 eine Untersuchung iiber die schiitzende Wirkung von

EGCG auf das Gehirn nach einer Ischimie-Reperfusionssituation am Rattenmodell.
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Aullerdem gibt es einige ermutigende Untersuchungen mit signifikanten Ergebnissen iiber die
renoprotektive Wirkung von EGCG durch seine antioxidativen Mechanismen. EL-MOWAFY
et al. zeigten 2011 am Rattenmodell, dass EGCG die Nephrotoxizitidt des Chemotherapeuti-
kums Cisplatin reduziert. KAKUTA et al. erforschten ebenfalls 2011 am Rattenmodell, dass
ein aus einer 45-miniitigen vollstindigen Okklusion der Nierenarterie resultierender Ischdmie-
Reperfusionsschaden der Niere von EGCG abgemildert werden kann, und ITOH et al. zeigten
2005 in vitro, dass EGCG die kanine Niere vor Urolithiasis schiitzen kann. JANG et al. stell-
ten 2006 eine Studie am Rattenmodell iiber die positive Wirkung von EGCG auf Nieren von
normo- und hypertensiven Tieren vor, welchen ein Ischdmie-Reperfusionsschaden zugefiigt
worden war — allerdings im Rahmen einer Transplantation, nicht durch Herzchirurgie mit
Verwendung einer HLM.

Zusammenfassend kann also festgestellt werden, dass eine Nierenschidigung nach
Kardiochirurgie mit Verwendung einer HLM eine schwerwiegende Komplikation in der Kin-
derkardiologie bzw. -chirurgie darstellt, iber deren Vorkommen und Entstehen eine Fiille an
Forschungsmaterial vorliegt. Aufgrund der bereits beschriebenen pathologischen Mechanis-
men, die Organschidigungen nach Eingriffen am Herzen mit einer HLM bedingen, sind Anti-
oxidantien und ihre vorteilhaften Wirkungen auf unterschiedliche Organe in den letzten Jah-
ren intensiv erforscht worden. Es existieren einige Studien iiber EGCG, welche mit vielver-
sprechenden Ergebnissen aufwarten — allerdings bislang nicht in Bezug auf renoprotektive
Wirkung in der Situation eines kardiochirurgischen Eingriffes mit Verwendung einer HLM.
Die in dieser Dissertation vorgestellte Untersuchung ist die erste, die sich mit der durch die
HLM wihrend eines kardiochirurgischen Eingriffes ausgelosten Nierenschadigung und der
Moglichkeit ihrer positiven Beeinflussung durch EGCG auseinandersetzt. Die Ergebnisse
dieser Untersuchung zeigen eindeutig, dass EGCG nicht nur in seiner Funktion als Antioxi-
dans — als Radikalfianger — auf den Korper einwirkte und sich renoprotektiv verhielt, sondern
auch durch seine antiapoptotischen und Stickstoff bindenden Fahigkeiten wirkt. EGCG pri-
sentierte sich in dieser Untersuchung als eine wirksame und sichere Substanz, die die negati-
ven Effekte der HLM auf die Nieren abmildern und ihnen teilweise vollstdndig entgegenwir-
ken konnte. Fiir die Humanmedizin stellt das ein interessantes Ergebnis da, welches Beach-

tung finden und zu weiteren Forschungsbemiihungen motivieren sollte.
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5.5  Schlussfolgerungen fiir die Veterinirmedizin

Fiir die Zukunft der Veterindrmedizin hat diese Studie ebenso Relevanz. Wie schon zuvor
beschrieben (vgl. 2.2) werden kardiochirurgische Eingriffe bei Tieren noch selten durchge-
fithrt. Auch sind bisher nur wenige veterindrmedizinischen Chirurgen mit dem wichtigsten
medizintechnischen Hilfsmittel der humanmedizinischen Kardiochirurgie, welches viele Ope-
rationen am Herzen in der heutzutage iiblichen Form iiberhaupt erst ermdglicht — der HLM —
vertraut. Dennoch kommen kongenitale kardiovaskuldre Defekte, die einer Korrektur bediir-
fen, natiirlich ebenso bei Tieren vor. Die Rolle und die Bedeutung, die Tiere fiir Menschen
haben, hat sich in den letzten Jahrzehnten weiterentwickelt und gedndert — das Tier ist gerade
in der westlichen Welt nicht mehr nur Helfer bei der Arbeit oder Nahrungsquelle, sondern vor
allem Freund, Begleiter und Familienmitglied. Dies hat auch in der Veterindirmedizin zu Ver-
dnderungen gefiihrt: Diagnostik und Therapie orientieren sich beziiglich den zur Verfiigung
stehenden Methoden und Instrumenten und auch beziiglich der Qualitdt zunehmend am Vor-
bild der Humanmedizin. Es besteht begriindete Hoffnung, dass immer mehr Tierhalter in der
Zukunft weniger Kosten und Miihen scheuen werden, um ,jihren” Tieren ein gesundes,
schmerzfreies und einschrankungsarmes Leben zu ermoglichen.

Bezogen auf den Bereich der Kardiochirurgie mit Verwendung einer HLM ist diese
Entwicklung heute schon zum einen bei in menschlicher Obhut gehaltenen Wildtieren zu se-
hen — als Beispiel seien etwa Zootiere wie das Elefantenkalb ,,Lola* aus dem Miinchner Zoo
genannt, das im Januar 2012 im Rahmen einer Kollaboration von Veterindr- und Humanme-
dizinern an einem Septumdefekt und einer GefaBfehllokation operiert werden sollte, aber pri-
operativ verstarb (ANON. 2012); oder der Bengalische Tigerwelpe ,,Karma* aus dem Tiger
Creek Wildlife Refuge, Texas, USA, dessen Fallot-Tetralogie schon im Jahre 2000 ebenfalls
durch ein Arzteteam aus Veterinir- und Humanmedizin korrigiert wurde (STERNBERG
2000), der aber postoperativ verstarb (FUERST 2000).

Zum anderen gibt es beispielsweise in den USA und Japan veterindrmedizinische Chi-
rurgen, die erfolgreich kongenitale Herzdefekte unter Verwendung einer HLM mit Hypo-
thermie und Kardioplegie bei privat gehaltenen Hunden korrigieren: YAMANO et al. verof-
fentlichten 2011 einen Bericht iiber die Korrektur eines atrioventrikuldren Septumdefektes mit
zugehoriger schwerer Atrioventrikularklappen- Fehlbildung bei einem flinf Monate alten
Sheltie. Zum Zeitpunkt der Verdffentlichung war der Hund fast sieben Jahre alt und zeigte
keine klinischen Zeichen einer Herzinsuffizienz, obwohl sich echokardiographisch eine

Mitralinsuffizienz feststellen lie. Eine retrospektive Analyse von TANAKA et al. aus dem
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Jahre 2009 berichtet iiber zehn Hunde unterschiedlicher Rassen mit bis zu zehn Kilogramm
Korpergewicht, deren Pulmonalstenosen in den Jahren 1992 bis 2002 kardiochirurgisch mit
Verwendung einer HLM korrigiert wurden. Zwei der Tiere starben postoperativ. Zum Zeit-
punkt der Zusammenstellung der Analyse lebten sieben Tiere und hatten keine klinischen
Zeichen einer Herzinsuffizienz, obwohl zwei von thnen auskultatorisch einen leichten Befund
aufwiesen. KOMTEBEDDE et al. veroffentlichten 1993 eine detaillierte Beschreibung iiber
eine Herzoperation mit Verwendung einer HLM an einer Reihe veterindrmedizinischer Pati-
enten. Bei sieben Hunden wurde eine kongenitale subvalvuldre Aortenstenose kardiochirur-
gisch korrigiert. Die Tiere wurden im Mittel 15,8 Monate nach dem Eingriff kontrolliert. Zu
diesem Zeitpunkt waren sechs der sieben Patienten am Leben und wiesen einen stabilen Zu-
stand auf.

Diese Veroffentlichungen zeigen, dass in einigen veterindrmedizinischen Zentren
schon seit Jahren erfolgreich komplexe kardiochirurgische Eingriffe mithilfe von einer HLM
auf humanmedizinischem Niveau durchgefiihrt werden. Eine Weiterentwicklung auf diesem
Gebiet auch in Deutschland wire wiinschenswert. Aus experimentellen Tierversuchen fiir die
Humanmedizin steht ein reicher kardiochirurgischer Erfahrungsschatz zur Verfiigung. Aul3er-
dem wiren Kollaborationen von Veterindr- und Humankardiologen und -chirurgen, und die
Unterstiitzung durch herzchirurgisch erfahrene veterinairmedizinische Kollegen aus dem Aus-
land vielversprechend, um auch in Deutschland Kardiochirurgie an Tieren zu etablieren. Fort-
schritte in diesem Bereich wiirden zum einen zoologischen Gérten zu Gute kommen, fiir die
Félle wie die oben beschriebenen — ndmlich potentiell korrigierbare kongenitale Herzfehler
bei unter Artenschutz stehender und oft unter schwierigen, kostenintensiven Bedingungen
reproduzierter Nachzucht — einen groflen finanziellen wie emotionalen Verlust darstellt. Zum
anderen wiirden sie eine wichtige Option fiir private Tierhalter von herzkranken Haustieren
bieten, welche iiber die derzeit zur Verfiigung stehende medikamentdse — und damit oft nur

palliative — Therapie weit hinausgeht.
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6 Zusammenfassung
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Renoprotektive Effekte von (-)-Epigallocatechin-3-Gallat bei extrakorporaler Zirkulation mit-
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(99 Seiten, 21 Abbildungen, 13 Tabellen, 120 Literaturangaben, Anhang)

Schliisselworter:  Antioxidans, (-)-Epigallocatechin-3-Gallat, Ferkelmodell, Herz-Lungen-

Maschine, Ischdmie-Reperfusionsschaden, Nierenschddigung

In dieser Dissertation wurden am Ferkelmodell (8-15 kg, drei Gruppen: ,,Kontrolle® n=7,
,Herz-Lungen-Maschine (HLM)*“ n=10, ,,(-)-Epigallocatechin-3-Gallat (EGCG)“ n=6, die
Kontrollgruppe wurde thorakotomiert, die HLM- und die EGCG-Gruppe wurden thorakoto-
miert und fir 90 Minuten an eine HLM angeschlossen, die EGCG-Gruppe erhielt vor und
nach der HLM-Zeit EGCG) drei Fragestellungen behandelt: Erstens wurde untersucht, ob die
Verwendung einer HLM wihrend eines kardiochirurgischen Eingriffes unter hypothermen
Bedingungen mit nicht-pulsatilem Blutfluss und Kardioplegie die Niere schidigte. Dafiir
wurden Paraffinschnitte der Niere aus der Kontroll- und der HLM-Gruppe mit Himatoxylin-
Eosin (HE) angeféarbt und unterschiedliche Strukturen betrachtet, wobei histopathologische
Verdnderungen in der HLM-Gruppe auffielen. Paraklinisch fanden sich erhohte nierenspezifi-
sche Blutwerte (Serumkreatinin und -harnstoff) in der HLM-Gruppe. Diese Ergebnisse waren
hinweisend fiir eine funktionell relevante Schidigung der Niere durch die HLM. Unterstiit-
zend kam ein Absinken des Gesamteiweiles im Serum der HLM-Gruppe hinzu, was auf eine

generelle Schadigung des Organismus durch die HLM hindeutete.
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Zweitens wurde betrachtet, ob die gesetzten Schidden die Merkmale eines Ischédmie-
Reperfusionsschadens aufwiesen. Hierzu wurden Paraffinschnitte der Niere aus der Kontroll-
und der HLM-Gruppe immunhistochemisch (Hypoxie-induzierter-Faktor-1-alpha-Tyramide-
Signal-Amplification (HIF-1-alpha-TSA)-, Nitrotyrosin-3-Amino-9-Ethylcarbazol (Nitrotyro-
sin-AEC)- und Apoptose-induzierender-Faktor-Tyramide-Signal-Amplification (AIF-TSA)-
Farbung) angefirbt. Dabei zeigte sich, dass sich die HLM-Gruppe in einer hypoxischen Situa-
tion befand (HIF-1-alpha Akkumulation in den Zellkernen), nitrosativem Stress ausgesetzt
war (Nitrotyrosin in den Tubuli) und dass sie teilweise so stark geschadigt wurde, dass Apop-
tose induziert wurde (AIF in Zellkernen) — alle drei Farbungsergebnisse waren hinweisend fiir
einen ischdmischen Zustand, in dem sich die HLM-Gruppe befunden hat. Auch die Ergebnis-
se der durchgefiihrten renalen Reversed Phase High Performance Liquid Chromatography
(RP-HPLC) deuteten auf ebendies hin. Unterstiitzend wirkten die Ergebnisse des arteriellen
Laktats — die HLM-Gruppe zeigte eine Hyperlaktdmie — und die Tatsache, dass einige der
histologischen Merkmale fiir eine frithe Schockniere (welche ischdmischen Ursprungs sein
kann) in der HLM-Gruppe gefunden wurden. Dies alles zeigte, dass der HLM-assoziierte Nie-
renschaden vorrangig die Natur eines Ischdmie-Reperfusionsschadens aufwies. Drittens wur-
de untersucht, ob EGCG diese HLM-assoziierte Schiadigung abmildern konnte. Dafiir wurden
bei der EGCG-Gruppe alle oben genannten Untersuchungen durchgefiihrt. Die Ergebnisse
zeigten, dass EGCG in der Dosierung 10 mg/kg eine renoprotektive Wirkung gegen die
HLM-assoziierten Schiden hatte, und diese abmildern bzw. ihnen entgegenwirken konnte.
Diese Ergebnisse sind fiir die pédiatrische Kardiochirurgie interessant, welche zum
Beispiel bei der Korrektur angeborener Herzdefekte auf die Verwendung der HLM angewie-
sen ist. Komplikationen wie eine Nierenschidigung post operationem sind nicht selten und
verkomplizieren den Verlauf. Die vorliegende Dissertation zeigt das renoprotektive Potential
des in griinem Tee vorkommenden Katechins EGCG im Umfeld eines kardiochirurgischen
Eingriffes mit Verwendung einer HLM. Die Wirksamkeit dieser Substanz ist wahrscheinlich
darin begriindet, dass sie mehr als ein Antioxidans ist. Neben seiner Radikalfdnger- und
Stickstoffmonoxidscavenger-Féahigkeiten ist EGCG auflerdem antiapoptotisch wirksam.
Derzeit wird die Kardiochirurgie mit Verwendung einer HLM in der Veterindrmedizin
nur in wenigen Zentren angewendet. Es besteht fiir die Zukunft jedoch die Hoffnung, dass
gerade fiir Kleintierbesitzer, die ihre Tiere als Familienmitglied betrachten, und auch fiir zoo-
logische Einrichtungen bei der Diagnose eines Herzfehlers die Kardiochirurgie mit Verwen-
dung einer HLM als Therapiemoglichkeit eine interessante und realistische Alternative zur

bislang angewandten palliativen medikamentdsen Therapie darstellen kann.
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7 Summary
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In this dissertation a piglet model (8-15 kg, three groups: “control” n=7, “extracorporeal
circulation (EC)” n=10, “EGCG” n=6, the control-group was thoracotomized, the EC- and the
EGCG-group were thoracotomized and underwent cardiopulmonary bypass (CPB) for 90
minutes, and the EGCG-group received EGCG before and after the CPB) is presented. Three
questions were raised and answered: Firstly, it was investigated if the use of a CPB during
cardiac surgery with hypothermia, non-pulsatile blood flow and cardioplegia caused damage
to the kidney. In order to answer this question, paraffin slices of the kidney of the control- and
the EC-group were stained with hematoxylin-eosin (HE), and different structures were
evaluated — this staining showed histopathological changes in the EC-group. Paraclinical, the
EC-group showed elevated kidney-specific blood parameters (serumcreatinine and -urea).
These findings indicated a functionally relevant impairment of the kidney caused by the CPB.
Supporting this, the EC-group also showed a decline of the total amount of proteins in the
serum, which was suggestive of a generalized injury of the body by the CPB.

Secondly, it was investigated whether the injury of the kidney might have been caused by an

ischemia/reperfusion injury. Therefore, paraffin slices of the kidney of the control- and the
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EC-group were immunhistochemically stained (hypoxia-induced-factor-1-alpha-tyramide-
signal-amplification (HIF-1-alpha-TSA)-, nitrotyrosine-3-amino-9-ethylcarbazole (nitro-
tyrosine-AEC)- and apoptosis-inducing-factor-tyramide-signal-amplification (AIF-TSA)-
staining). These stainings revealed, that the EC-group had suffered from a hypoxemic
situation (accumulation of HIF-1-alpha in the nuclei), from nitrosative stress (presence of
nitrotyrosine in the tubuli), and that the kidney was partly damaged to the point of an
induction of apoptosis (presence of AIF in the nuclei) — all three of these findings indicated,
that the kidneys of the EC-group were put into an ischemic situation. The findings of the renal
reversed phase high performance liquid chromatography (RP-HPLC) indicated the same
thing. This was also supported by the blood parameter of lactate — the EC-group showed a
hyperlactemia — and by some histological findings in the EC-group, which were
characteristical for an early shock-kidney (which may be caused by ischemia). Taken
together, these findings showed that the CPB-associated kidney injury was primarily caused
by an ischemia/reperfusion injury. Thirdly, it was investigated, whether EGCG might
attenuate the CPB-associated kidney injury. For that purpose, all of the investigation methods
mentioned above were carried out with the samples of the EGCG-group. The findings showed
that EGCG (dose: 10 mg/kg) had a protective effect on the kidney, protecting it against the
damage caused by the CPB, and was able to partly attenuate this damage and partly even fully
counteract it.

These findings are of interest for pediatric cardiac surgery, which for example for the
correction of innate heart defects depends on the use of CPB. Complications — like acute renal
injury post operationem — occur frequently and complicate the recovery. This dissertation
demonstrates the renoprotective potential of the natural compound EGCG in the setting of
cardiac surgery with the use of CPB. The reason for the effectiveness of EGCG in this
situation probably is that EGCG is more than an antioxidant. EGCG not only works as a
radical- and nitric-oxide-scavenger, but also is antiapoptotic.

In veterinary medicine cardiac surgery with CPB is done by few centers only.
However for the future there is hope that people — especially pet owners who view their
companion animals as family members, and zoos — become more and more willing to and
interested in having an animal diagnosed with a heart defect treated with cardiac surgery
including the use of an CPB, instead of — like its usually done nowadays — only giving

palliative medication to the animal.
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9 Anhang

9.1 Beatmungsparameter

Die Beatmung der Ferkel sollte mdglichst einheitlich in allen drei Phasen (Vorbereitungs-,
OP- bzw. HLM- und Rekonvaleszenzphase) vorgenommen werden, um eine unterschiedliche
Beeinflussung der entnommenen Proben bzw. der aufgezeichneten Parameter zu unterbinden.
In halbstiindigem Abstand wurden Blutgasanalysen bei den Ferkeln vorgenommen, welche —
neben dem sorgfiltigen Uberwachen der Monitore — helfen konnten, bei Bedarf die Beat-
mungsparameter individuell zu verindern, um das Uberleben der Tiere bis zum Versuchsende
zu sichern. Zu drei definierten Zeitpunkten, ndmlich ganz am Anfang des Versuches nach
dem Platzieren aller Zugénge und Messsonden (zum Zeitpunkt 0 Minuten), nach der 90-
miniitigen OP- bzw. HLM-Zeit (zum Zeitpunkt 90 Minuten) und ein drittes Mal am Ende des
Versuches, nach der 30-miniitigen Reperfusions- und der daran anschlieBenden 90-miniitigen
Rekonvaleszenzzeit (zum Zeitpunkt 240 Minuten) wurden folgende Beatmungsparameter
festgehalten: der positive endexpiratorische Druck (PEEP), das Atemminutenvolumen
(AMYV), das Tidalvolumen (Vt) und die Atemfrequenz (siche Tabelle 14). Angegeben sind die
Mittelwerte und ihre Standardfehler.

Tabelle 14: Beatmungsparameter 0, 90 und 240 Minuten wihrend der OP
(Mittelwerte und ihre Standardfehler)

Gruppen PEEP in mmHg AMY in I/min Vtinl Frequenz in 1/min
Kontrolle 0 Min 1,33+ 0,33 2,8+22 0,14 +0,01 27,3+ 1,38
Kontrolle 90 Min 1,33+ 0,21 3,5+0,47 0,16 0,02 224+1,34
Kontrolle 240 Min 1,86 + 0,55 3,24+ 0,69 0,15+0,02 224+2,16
HLM 0 Min 1,63 +0,18 3,7+0,35 0,13+0,01 26,8 1,56
HLM 90 Min 1,43 + 0,65 0,64 +£0,22 0,06 + 0,01 9,38 + 1,53
HLM 240 Min 2+0,5 2,87 +0,33 0,12+ 0,01 24,4+ 1,52
EGCG 0 Min 1,5+£0,22 3,4+0,26 0,13+0,01 28,5+ 1,45
EGCG 90 Min 1+0,63 0,62 + 0,42 0,05+ 0,02 9,5+£2722
EGCG 240 Min 1,5+0,34 3,37+0,19 0,12 + 0,01 28 +£1,59
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9.2 Infusionen

Wihrend des Versuches mussten die Ferkel aus verschiedenen Griinden — insbesondere, um
die Mitteldriicke und den Hamatokrit in physiologischen Bereichen zu halten — Infusionen
erhalten. Die Art der Infusion (vgl. 3.1.2.3) und auch die infundierte Menge unterschieden
sich im Einzelfall.

Die verabreichten Infusionsmengen waren nicht signifikant (p < 0,05) unterschiedlich

voneinander (siche Tabelle 15).

Tabelle 15: Verabreichte Infusionen intra operationem

(Mittelwerte und ihre Standardfehler)

Gruppe Infusionen in ml
Kontrolle 1128,57 + 140,94
HLM 930 + 206,59
EGCG 385+ 258,25
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9.3 Medikamentoses Regime: Katecholamine

Hauptséchlich in den Phasen der Reperfusion und der Rekonvaleszenz wurde bei fast allen
Ferkeln die Gabe von Katecholaminen, Norepinephrin und/oder Epinephrin (Dosierungen vgl.
Tabelle 6), notig.

Die Norepinephrinwerte der Kontroll- und HLM-Gruppe, und die der Kontroll- und
EGCG-Gruppe unterschieden sich signifikant (p < 0,05) voneinander. Obwohl alle anderen
Unterschiede nicht signifikant (p < 0,05) waren, so sind doch deutliche Tendenzen erkennbar,
nach denen die Kontrollgruppe die kleinste bzw. die HLM-Gruppe die grofite Menge von Ka-
techolaminen bekam, wahrend sich die EGCG-Gruppe bei beiden Wirkstoffen im Mittelfeld
zwischen Kontroll- und HLM-Gruppe bewegte (siche Tabelle 16).

Tabelle 16: Katecholamingaben wihrend der letzten 120 Minuten der OP
(Mittelwerte und ihre Standardfehler.
Signifikanz (p < 0,05) vs. Kontrollgruppe wird durch einen Hashtag (#) angezeigt)

Gruppe Norepinephrin in mg/kg Epinephrin in mg/kg
Kontrolle 0,006 £+ 0,001 0,001 £ 0,001
HLM 0,037 +0,01 # 0,005 + 0,002
EGCG 0,022 £+ 0,005 # 0,003 + 0,001
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9.4  Arterielle Blutgasmessung

Die durch die in halbstiindigen Abstdnden regelméBig durchgefiihrten Blutgasanalysen ermit-
telten Werte lieferten wichtige Informationen iiber die metabolischen Zustéinde der Ferkel.
Aufgrund dieser Werte konnten unterschiedliche medikamentdse Interventionen vorgenom-

men oder Gerdteeinstellungen verdndert werden, um den Zustand der Tiere stabil zu halten.

9.4.1 pH-Wert und Baseniiberschuss

Der pH-Wert und sein in den Blutgasanalysen aussagekriftigster Regulationsmechanismus,
der Baseniiberschuss, wurden regelmaBig iiberwacht, um gegebenenfalls durch z. B. die Infu-
sion von Pufferlosungen gegensteuern zu konnen (vgl. Tabelle 6), falls ein Abrutschen in eine
azidotische oder alkalische Stoffwechsellage drohte.

Eine signifikante (p < 0,05) Verdnderung des pH-Wertes innerhalb der drei Gruppen
war nur in der EGCG-Gruppe feststellbar, und zwar im Zeitraum von 0 bis 90 Minuten. Ver-
glich man die Gruppen miteinander, so wurde erkennbar, dass sich die Kontroll- von der
HLM- und der EGCG-Gruppe bei 240 Minuten signifikant (p < 0,05) unterschied, die HLM-
und die EGCG-Gruppen aber ihrerseits schon signifikant (p < 0,05) unterschiedliche An-
fangswerte hatten. Die Kontrollgruppe zeigte eine nach oben gerichtete Tendenz, wogegen die
HLM-Gruppe die genau gegenteilige Tendenz aufwies. Bei der EGCG-Gruppe war keine
Tendenz erkennbar. Zu bemerken ist, dass sich fast alle Werte immer im physiologischen Be-
reich befanden (siche Abb. 22 und Tabelle 17).

Bei den Baseniiberschusswerten war bei der Kontrollgruppe ein signifikanter (p <
0,05) Anstieg im Zeitraum von 0 bis 90 und von 0 bis 240 Minuten erkennbar, bei der HLM-
Gruppe ein signifikanter (p < 0,05) Abfall im Zeitraum von 0 bis 90 Minuten. Verglich man
die Gruppen miteinander, so unterschieden sich die Werte der Kontrollgruppe bei 90 und bei
240 Minuten signifikant (p < 0,05) von denen der HLM- und der EGCG-Gruppe, wobei diese
beiden Gruppe schon signifikant (p < 0,05) unterschiedliche Ausgangswerte hatten (siche
Abb. 23 und Tabelle 18).
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Tabelle 17: pH-Werte (Mittelwerte und ihre Standardfehler.
Signifikanz (p < 0,05) vs. pra OP wird durch einen Asterisk (*) angezeigt,
Signifikanz (p < 0,05) vs. Kontrollgruppe durch einen Hashtag (#) und
Signifikanz (p < 0,05) vs. HLM-Gruppe durch ein Paragraphenzeichen (§))

Gruppe 0 Minuten 90 Minuten 240 Minuten
Kontrolle 7,37+ 0,03 7,42 + 0,02 7,45+ 0,02

HLM 7,42 £ 0,01 7,4+0,03 7,36 +£0,03 #

EGCG 7,35+£0,02 § 7,48 £0,03 * 7,38+ 0,02 #

Tabelle 18: Baseniiberschusswerte (Mittelwerte und ihre Standardfehler.
Signifikanz (p < 0,05) vs. prid OP wird durch einen Asterisk (*) angezeigt,
Signifikanz (p < 0,05) vs. Kontrollgruppe durch einen Hashtag (#) und
Signifikanz (p < 0,05) vs. HLM-Gruppe durch ein Paragraphenzeichen (§))

Gruppe 0 Minuten 90 Minuten 240 Minuten
Kontrolle -0,11 £ 1,48 mmol/l 5,1 £1,17 mmol/l * 7,61 1,29 mmol/l *
HLM 2,62 £ 0,67 mmol/l -5,2 + 1,19 mmol/l * # 0,39 + 1,74 mmol/l #
EGCG -1,23 £ 1,46 mmol/l § -2,53 £ 1,25 mmol/l # 1,25 £ 0,9 mmol/l #
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9.4.2 Elektrolytkonzentrationen im Blut

Die von dem BGA-Gerit gemessenen Elektrolyte Natrium, Kalium, Calcium und Chlorid
wurden regelmafig liberwacht, um bei etwaigen Verschiebungen Gegenmalinahmen, wie z.
B. die Gabe von Pufferlosungsinfusionen (vgl. Tabelle 6), ergreifen zu kdnnen, und so den
Elektrolythaushalt im Rahmen zu halten.

Die Natriumwerte der HLM- und der EGCG-Gruppe fielen jeweils im Zeitraum von 0
bis 90 Minuten signifikant (p < 0,05) ab, die der HLM-Gruppe auch im Zeitraum von 0 bis
240 Minuten. Im Vergleich der Gruppen miteinander unterschieden sich die Werte der Kon-
troll- und der EGCG-Gruppe bei 90 Minuten signifikant (siche Abb. 24 und Tabelle 19).

Die Kaliumwerte der HLM- und der EGCG-Gruppe stiegen jeweils im Zeitraum von 0
bis 90 Minuten signifikant (p < 0,05) an. Im Zeitraum von 0 bis 240 Minuten stiegen sie bei
allen drei Gruppen signifikant (p < 0,05) an (siche Abb. 25 und Tabelle 20).

Die Calciumwerte der HLM- und der EGCG-Gruppe fielen im Zeitraum von 0 bis 90
Minuten signifikant (p < 0,05) ab (siche Abb. 26 und Tabelle 21).

Die Chloridwerte der HLM- und der EGCG-Gruppe fielen jeweils im Zeitraum von 0
bis 90 Minuten signifikant (p < 0,05) ab, die der HLM-Gruppe auch im Zeitraum von 0 bis
240 Minuten. Die Werte der Kontroll- und der HLM-Gruppe unterschieden sich bei 90 Minu-
ten signifikant (p < 0,05) voneinander, die der Kontroll- und der EGCG-Gruppe bei 240 Mi-
nuten (siche Abb. 27 und Tabelle 22).

119



in mmol/|

in mmol/l

160

Natriumwerte

140 -

120 A

100 ~

80 -

60

40 -

20 H

HH * #

Kontrolle HLM EGCG

Abbildung 24: Natriumwerte nach 0, 90 und 240 Minuten

Kaliumwerte

Kontrolle HLM EGCG

Abbildung 25: Kaliumwerte nach 0, 90 und 240 Minuten

120

I 0 min
T/ 90 min
[ 240 min

*:p <0,05vs. 0 min

#: p < 0,05 vs. Kontrolle

I 0 min
[ 90 min
[ 240 min

* p<0,05vs. 0 min




in mmol/|

in mmol/l

Calciumwerte

1,6

1,4

1,2

1,0

0,8

0,6 1

0,4 ~

0,2 1

0,0

120

Kontrolle HLM EGCG

Abbildung 26: Calciumwerte nach 0, 90 und 240 Minuten

Chloridwerte

[ 0 min
1 90 min
[ 240 min

*p<0,05vs. 0 min

100 -

80 -

60

40 -

20

*

HH * +
B

Kontrolle HLM EGCG

Abbildung 27: Chloridwerte nach 0, 90 und 240 Minuten

121

I 0 min
1 90 min
[ 240 min

* p <0,05vs. 0 min

#: p < 0,05 vs. Kontrolle




Tabelle 19: Natriumwerte (Mittelwerte und ihre Standardfehler.
Signifikanz (p < 0,05) vs. pra OP wird durch einen Asterisk (*) angezeigt und
Signifikanz (p < 0,05) vs. Kontrollgruppe durch einen Hashtag (#))

Gruppe 0 Minuten 90 Minuten 240 Minuten
Kontrolle | 135,5 + 1,84 mmol/l 134 £ 2,41 mmol/l 134,8 + 1,83 mmol/l
HLM 137,9 + 0,54 mmol/l 124,4 + 3,07 mmol/l * 130,31 + 1,83 mmol/l *
EGCG 134,9 + 2,27 mmol/l 122,1 + 3,4 mmol/l * # 128,7 + 3,84 mmol/l

Tabelle 20: Kaliumwerte (Mittelwerte und ihre Standardfehler.

Signifikanz (p < 0,05) vs. pra OP wird durch einen Asterisk (*) angezeigt)

Gruppe 0 Minuten 90 Minuten 240 Minuten
Kontrolle 3,78 +£ 0,22 mmol/l 4,79 £+ 0,4 mmol/l 4,85 £+ 0,23 mmol/l *
HLM 3,87 £ 0,12 mmol/l 5,28 + 0,28 mmol/l * 4,77 £ 0,29 mmol/l *
EGCG 3,63 + 0,22 mmol/l 5,41 £ 0,32 mmol/l * 4,5+ 0,21 mmol/l *

Tabelle 21: Calciumwerte (Mittelwerte und ihre Standardfehler.

Signifikanz (p < 0,05) vs. pria OP wird durch einen Asterisk (*) angezeigt)

Gruppe 0 Minuten 90 Minuten 240 Minuten
Kontrolle 1,36 + 0,04 mmol/l 1,2 £0,11 mmol/l 1,39 + 0,05 mmol/I
HLM 1,38 + 0,02 mmol/l1 | 0,94+ 0,03 mmol/l * 1,3 £ 0,06 mmol/l
EGCG 1,32+ 0,04 mmol/1 | 1,11+0,07 mmol/1 * | 1,34+ 0,08 mmol/l

Tabelle 22: Chloridwerte (Mittelwerte und ihre Standardfehler.
Signifikanz (p < 0,05) vs. pri OP wird durch einen Asterisk (*) angezeigt und
Signifikanz (p < 0,05) vs. Kontrollgruppe durch einen Hashtag (#))

Gruppe 0 Minuten 90 Minuten 240 Minuten
Kontrolle 104 + 1,81 mmol/l 101,5 + 1,41 mmol/l 102,43 + 1,31 mmol/l
HLM 106 + 0,63 mmol/l | 92,8 +2,58 mmol/l * # 97 £ 1,98 mmol/l *

EGCG 101 +2,29 mmol/l 91,5 + 2,5 mmol/l * 95,17 £ 1,92 mmol/l #
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9.5 Tabelle mit Werten aus den Blutgasanalysen: arterielles Laktat

Tabelle 23: Arterielle Laktatwerte (Mittelwerte und ihre Standardfehler.
Signifikanz (p < 0,05) vs. pra OP wird durch einen Asterisk (*) angezeigt,
Signifikanz (p < 0,05) vs. Kontrollgruppe durch einen Hashtag (#) und
Signifikanz (p < 0,05) vs. HLM-Gruppe durch ein Paragraphenzeichen (§))

Gruppe 0 Minuten 90 Minuten 240 Minuten
Kontrolle | 2,46 + 0,34 mmol/l 3,71 £ 1,22 mmol/l 3,24 £ 0,95 mmol/l
HLM 1,66 + 0,16 mmol/l | 7,02+ 0,49 mmol/l *# | 10,04 + 1,54 mmol/l * #
EGCG | 2,65+0,43 mmol/l § 5,92 + 0,63 mmol/1 * 5,57 £ 0,95 mmol/l * §
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9.6 Tabellen mit Werten der Blutproben

Tabelle 24: Korrigierte Kreatininwerte (Mittelwerte und ihre Standardfehler.
Signifikanz (p < 0,05) vs. pri OP wird durch einen Asterisk (*) angezeigt,
Signifikanz (p < 0,05) vs. Kontrollgruppe durch einen Hashtag (#) und
Signifikanz (p < 0,05) vs. HLM-Gruppe durch ein Paragraphenzeichen (§))

Gruppe 0 Minuten 90 Minuten 240 Minuten
Kontrolle 3,65+04 3,45+ 0,31 3,584 +£ 0,55

HLM 2,56 + 0,09 # 2,51+ 0,17 # 522+042 *
EGCG 3,79 +£ 0,69 4,18+1,03§ 3,98 £ 0,39

Tabelle 25: Korrigierte Harnstoffwerte (Mittelwerte und ihre Standardfehler.
Signifikanz (p < 0,05) vs. pria OP wird durch einen Asterisk (*) angezeigt und
Signifikanz (p < 0,05) vs. HLM-Gruppe durch ein Paragraphenzeichen (§))

Gruppe 0 Minuten 90 Minuten 240 Minuten
Kontrolle 0,162 + 0,03 0,149 + 0,02 0,147 £ 0,02

HLM 0,084 +0,01 0,098 0,01 0,176 £ 0,01 *
EGCG 0,171 £0,04 § 0,234 +£ 0,05 § 0,213 £ 0,02

Tabelle 26: Korrigierte Gesamteiweilwerte (Mittelwerte und ihre Standardfehler.
Signifikanz (p < 0,05) vs. pri OP wird durch einen Asterisk (*) angezeigt und
Signifikanz (p < 0,05) vs. Kontrollgruppe durch einen Hashtag (#))

Gruppe 0 Minuten 90 Minuten 240 Minuten
Kontrolle 2,12+0,3 1,68 £ 0,21 1,59+ 0,21

HLM 1,45+ 0,09 # 1,2+£0,04 * # 1,17+ 0,03 * #
EGCG 2,12+0,39 1,63 +0,26 1,51+0,22
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9.7 Ergebnisse der Blutproben: Leukozyten und Lymphozyten

Die Leukozyten- und die Lymphozytenzahlen geben Hinweise auf eine inflammatorische Re-
aktion im Korper. Sie wurden hier ausgewertet, um darzustellen, ob der Kérper wéahrend der
Versuchszeit bereits Abwehrmafinahmen gegen eventuell inflammatorisch wirkende Reize
ergriff.

Da es wihrend des Versuches aufgrund von Blutverlusten oder Himodilution einerseits und
von Bluttransfusionsgaben andererseits zu teils erheblichen Schwankungen des Hamatokrits
der Ferkel kam, wurden beide Werte mit dem zum jeweiligen Zeitpunkt ermittelten Hima-
tokrit korrigiert. Die dafiir verwendete Formel war:

Leuko- bzw. Lymphozyten / Hamatokrit in Prozent.

Daher sind die Werte als relative Einheiten (rel. E.) angegeben.

Die Werte der Leukozyten der HLM- und der EGCG-Gruppe fielen im Zeitraum von 0
bis 90 Minuten signifikant (p < 0,05) ab. Die Werte der Kontrollgruppe veranderten sich nicht
signifikant (p < 0,05). AuBBerdem war der Unterschied zwischen den Werten der Kontroll- und
der HLM-Gruppe bei 90 Minuten signifikant (p < 0,05) (siche Abb. 28 und Tabelle 27).

Die Lymphozytenwerte der Kontroll- und HLM-Gruppe bei 90 Minuten unterschieden
sich signifikant (p < 0,05) voneinander (siche Abb. 29 und Tabelle 28).

Insgesamt sind hier also keine eindeutigen Hinweise auf einen gesetzten Schaden in-
flammatorischer Genese erkennbar. Dies ist auf den relativ kurzen Versuchszeitraum zuriick-
zufiihren, der moglicherweise nicht ausreichte, um dem inflammatorischen Geschehen — was
fiir gewohnlich mehr oder minder stark ausgeprédgt nach der Verwendung einer HLM auftritt

(vgl. 2.4.2) — Raum zur Entwicklung zu geben.
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Abbildung 28: Korrigierte Leukozytenwerte.

Die Werte sind angegeben als relative Einheit, da sie sich aus der oben genannten

Formel (in diesem Falle Leukozyten in Gpt/l / Himatokrit in Prozent) ergeben.

Tabelle 27: Korrigierte Leukozytenwerte (Mittelwerte und ihre Standardfehler.

Signifikanz (p < 0,05) vs. pri OP wird durch einen Asterisk (*) angezeigt und

Signifikanz (p < 0,05) vs. Kontrollgruppe durch einen Hashtag (#))

Gruppe 0 Minuten 90 Minuten 240 Minuten
Kontrolle 0,92+0,18 0,6+0,11 0,58 +£0,11
HLM 0,53 £ 0,07 0,18 £ 0,04 * # 0,6+0,13
EGCG 0,77+ 0,17 0,31+0,1* 0,43 +£0,07
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Abbildung 29: Korrigierte Lymphozytenwerte.

Die Werte sind angegeben als relative Einheit, da sie sich aus der oben genannten

Formel (in diesem Falle Lymphozyten in Gpt/l / Himatokrit in Prozent) ergeben.

Tabelle 28: Korrigierte Lymphozytenwerte (Mittelwerte und ihre Standardfehler.

Signifikanz (p < 0,05) vs. Kontrollgruppe wird durch einen Hashtag (#) angezeigt)

Gruppe 0 Minuten 90 Minuten 240 Minuten
Kontrolle 0,0144+0 0,0125+0 0,0139+0

HLM 0,0144 £ 0 0,0242 +0 # 0,0258 + 0,01

EGCG 0,0264 + 0,01 0,0374 + 0,01 0,0257 £ 0,01




9.8 Tabellen mit Werten der histologischen und immunhistochemischen Far-

bung

Tabelle 29: Gesamtfliche der Glomeruli, HE-Firbung

(Mittelwerte und ihre Standardfehler.

Signifikanz (p < 0,05) vs. pri OP wird durch einen Asterisk (*) angezeigt,

Signifikanz (p < 0,05) vs. Kontrollgruppe durch einen Hashtag (#) und

Signifikanz (p < 0,05) vs. HLM-Gruppe durch ein Paragraphenzeichen (§))

Gruppe pria OP post OP
Kontrolle 3843,42 £ 162,64 um2 7111,81 £282,68 um2 *
HLM 4603,99 + 226,36 um?2 7792,71 + 257,65 pm?2 *
EGCG 1657,07 + 113,12 pm2 2836,95 + 99,48 pm2 * # §

Tabelle 30: Spaltfliche in den Glomeruli, HE-Firbung

(Mittelwerte und ihre Standardfehler.

Signifikanz (p < 0,05) vs. pri OP wird durch einen Asterisk (*) angezeigt,

Signifikanz (p < 0,05) vs. Kontrollgruppe durch einen Hashtag (#) und

Signifikanz (p < 0,05) vs. HLM-Gruppe durch ein Paragraphenzeichen (§))

Gruppe pria OP post OP
Kontrolle 18,31 £ 0,81 pm2 20,1 + 0,66 um2
HLM 15,7+ 1 um2 34,93 +£ 0,67 pm2 * #
EGCG 17,32 +£ 1,32 pm2 22,87 +£0,7 um2 §
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Tabelle 31: Spaltbreite in den Glomeruli, HE-Firbung

(Mittelwerte und ihre Standardfehler.

Signifikanz (p < 0,05) vs. pra OP wird durch einen Asterisk (*) angezeigt,

Signifikanz (p < 0,05) vs. Kontrollgruppe durch einen Hashtag (#) und

Signifikanz (p < 0,05) vs. HLM-Gruppe durch ein Paragraphenzeichen (§))

Gruppe pria OP post OP
Kontrolle 8,06 + 0,24 um 9,09 + 0,39 um
HLM 7,96 £ 0,29 pm 23,26 + 0,64 um * #
EGCG 9,05+ 0,56 pm 10,58 £ 0,38 um §

Tabelle 32: Epithelhohe der proximalen Tubuli, HE-Firbung

(Mittelwerte und ihre Standardfehler.

Signifikanz (p < 0,05) vs. pra OP wird durch einen Asterisk (*) angezeigt,

Signifikanz (p < 0,05) vs. Kontrollgruppe durch einen Hashtag (#) und

Signifikanz (p < 0,05) vs. HLM-Gruppe durch ein Paragraphenzeichen (§))

Gruppe pria OP post OP

Kontrolle 5,82+ 0,16 um 7,58 £0,14 pm *
HLM 6,2+0,11 um 7,28+ 0,12 pm *
EGCG 4,12 + 0,08 pm 5,17+0,13 ym# §

Tabelle 33: Pyknotische Zellkerne in den proximalen Tubuli, HE-Firbung

(Mittelwerte und ihre Standardfehler. Angegeben ist der prozentuale Anteil pyknoti-

scher Zellkerne der proximalen Tubuli von deren Gesamtzahl.

Signifikanz (p < 0,05) vs. pri OP wird durch einen Asterisk (*) angezeigt und

Signifikanz (p < 0,05) vs. Kontrollgruppe durch einen Hashtag (#))

Gruppe pria OP post OP
Kontrolle 3,68 £0,5 % 7,42 £0,52 % *
HLM 3,26+ 0,3 % 13,11 +£0,7 % * #
EGCG 3,7+ 0,58 % 10,72+ 0,99 % *
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Tabelle 34: Vakuolisierte Zellen in den proximalen Tubuli, HE-Firbung

(Mittelwerte und ihre Standardfehler. Angegeben ist der prozentuale Anteil proximaler

Tubuli mit vakuolisierten Zellen von deren Gesamtzahl.

Signifikanz (p < 0,05) vs. pri OP wird durch einen Asterisk (*) angezeigt,

Signifikanz (p < 0,05) vs. Kontrollgruppe durch einen Hashtag (#) und

Signifikanz (p < 0,05) vs. HLM-Gruppe durch ein Paragraphenzeichen (§))

Gruppe pria OP post OP
Kontrolle 0,79 £ 0,56 % 14,7+ 3,98 %
HLM 1,46 £ 0,71 % 42,15+3,14 % * #
EGCG 0% 21,66 2,98 % * §

Tabelle 35: Kernpositivitiit in verschiedenen Strukturen, HIF-1-alpha-TSA-Firbung

(Angegeben ist der prozentuale Anteil positiver Zellkerne des Glomerulums/der proxi-

malen bzw. distalen Tubuli/Sammelrohre von deren Gesamtzahl)

Ferkel

Kernpositivitiit in

Kernpositivitiit in

Kernpositivitiit in

Kernpositivitit in

Glomeruli proximalen Tubuli distalen Tubuli Sammelrohren
in % in % in % in %
Kontrolle Schw13 5,6 8 4.4 6
Kontrolle Schw16 3,6 4.4 52 3,2
HLM Schw7 2 55,4 52 4,8
HLM Schwl1 6,8 46 6,8 6
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Tabelle 36: Kernpositivitit in proximalen Tubuli, HIF-1-alpha-TSA-Fiarbung
(Mittelwerte und ihre Standardfehler. Angegeben ist der prozentuale Anteil positiver
Zellkerne der proximalen Tubuli von deren Gesamtzahl.

Signifikanz (p < 0,05) vs. Kontrollgruppe wird durch einen Hashtag (#) angezeigt und
Signifikanz (p < 0,05) vs. HLM-Gruppe durch ein Paragraphenzeichen (§))

Gruppe post OP
Kontrolle 8,17+ 1,65%
HLM 42,56 £2,03 % #
EGCG 2827+ 1,44 % #§

Tabelle 37: Distale Tubuli und Sammelrohre, Nitrotyrosin-AEC-Firbung
(Mittelwerte und ihre Standardfehler. Angegeben ist der prozentuale Anteil positiver
distale Tubuli und Sammelrohre von deren Gesamtzahl.

Signifikanz (p < 0,05) vs. Kontrollgruppe wird durch einen Hashtag (#) angezeigt und
Signifikanz (p < 0,05) vs. HLM-Gruppe durch ein Paragraphenzeichen (§))

Gruppe Distale Tubuli post OP Sammelrohre post OP
Kontrolle 12,83 £ 1,43 % 7,95+ 1,55%
HLM 35,13£1,56 % # 23,83+ 1,39 % #
EGCG 24,48+ 0,87 % #§ 16,58 £ 0,91 % #§

Tabelle 38: Glomeruli, proximale und distale Tubuli und Sammelrohre,

AIF-TSA-Farbung

(Mittelwerte und ihre Standardfehler. Angegeben ist der prozentuale Anteil positiver

Zellkerne der Glomeruli, distalen und proximalen Tubuli

und der Sammelrohre von deren Gesamtzahl.

Signifikanz (p < 0,05) vs. Kontrollgruppe wird durch einen Hashtag (#) angezeigt,

Signifikanz (p < 0,05) vs. HLM-Gruppe durch ein Paragraphenzeichen (§))

Gruppe Glomeruli Proximale Tubuli Distale Tubuli Sammelrohre
post OP post OP post OP post OP
Kontrolle 4,69 +2,49 % 4,17+ 1,44 % 4,92 + 0,83 % 3,79+ 1,22 %
HLM 30,09 £ 3,96 % # 21,00 +2,99 % # 20,02+4,15%# | 12,03+ 1,74 % #
EGCG 9,66 + 2,00 % § 13,53 + 1,55 % # 10,80+ 1,53 % | 10,06 + 0,99 % #
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9.9 Protokolle der histologischen und immunhistochemischen Fiarbungen

Tabelle 39: Protokoll der HE-Farbung

Losung, Konzentration | Zeit Wirkweise/Vorgang | Firma

Xylol 10 min Entparaffinieren Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe, D

Xylol 10 min Entparaffinieren Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe, D

Xylol 10 min Entparaffinieren Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe, D

Ethanol 100 % 5 min Waschen Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe, D

Ethanol 96 % 5 min Waschen Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe, D

Ethanol 70 % 5 min Waschen Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe, D

Ethanol 50 % 5 min Waschen Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe, D

Aqua dest. 2 min Rehydrieren Wasser destilliert durch
,.Milli-Q-Academic®,
Millipore, Schwalbach,
D

Héamalaun 10 min Kernanfarbung Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe, D

Leitungswasser 15 min Bléuen

0,1 HCI1 5 sec Kurz spiilen Dr. K. Hollborn & S&h-
ne, Leipzig, D

Eosin G (0,25 %) 5 min Férbung Merck KG Darmstadt,
D

Aqua dest. 1 min Waschen Wasser destilliert durch
,,Milli-Q-Academic®,
Millipore, Schwalbach,
D

Ethanol 70 % 3 min Dehydrieren Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe, D

Ethanol 96 % 3 min Dehydrieren Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe, D

Ethanol 100 % 3 min Dehydrieren Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe, D

Xylol 3 min Klédren Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe, D

Xylol 3 min Klédren Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe, D

Entellan Eindeckeln Merck KG Darmstadt,

D




Tabelle 40: Protokoll der HIF-1-alpha-TSA-Farbung

Losung, Konzentrati- | Zeit Wirkweise/Vorgang | Firma

on

Xylol 10 min Entparaffinieren Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe, D

Xylol 10 min Entparaffinieren Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe, D

Xylol 10 min Entparaffinieren Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe, D

Ethanol 100 % 5 min Waschen Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe, D

Ethanol 96 % 5 min Waschen Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe, D

Ethanol 70 % 5 min Waschen Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe, D

Aqua dest. 5 min Rehydrieren Wasser destilliert durch
,,Milli-Q-Academic®,
Millipore, Schwalbach,
D

60 % Methanol, 40 % 1x 20 min Unterdriickung der Wasser destilliert durch

PBS, 0,3 % H,0, endogenen Peroxidase ,,Milli-Q-Academic®,

(42 ml Methanol, 27,3 ml 1x Millipore, Schwalbach,

PBS, 700 ul H,O, 30 %) D
Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe, D

1x PBS pH 7,4 5 min Waschen Wasser destilliert durch

(10x PBS ph 7,5: ,,Milli-Q-Academic®,

11 Aqua dest. Millipore, Schwalbach,

13,34 g Na,HPO, D

3,9 g NaH,PO, Carl Roth GmbH & Co.

58,44 g NaCl) KG, Karlsruhe, D

0,01 Mol Natrium-Citrat pH | 30 min Permeabilisieren in Mik- | Wasser destilliert durch

6,0 rowelle bei hochster ,.Milli-Q-Academic®,

(11 Aqua dest. Stufe Millipore, Schwalbach,

2,941g Tri-Natriumcitrat- D

Dihydrat) Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe, D

30 min Abkiihlen

Fettstift Umranden Dako North America
Inc., Carpinteria, CA,
USA

1 % Blocking Solutionin 1x | 1 h Blockieren, bei Raum- TSA-Kit Nr. 21 T-

PBS temperatur in feuchter 20931, Invitrogen, Eu-

Kammer gene, OR, USA

Wasser destilliert durch
,,Milli-Q-Academic®,
Millipore, Schwalbach,
D
Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe, D

Rabbit-Anti-HIF-1-alpha Uber Nacht Primérer Antikorper, Santa Cruz

(H-206) sc-10790 Lot-Nr. bei 4 °C in feuchter Biotechnology, Santa

A2706 mit 1 % Blocking Kammer Cruz, CA, USA

Solution in der Verdiinnung
1:100

TSA-Kit Nr. 21 T-
20931, Invitrogen, Eu-
gene, OR, USA
Wasser destilliert durch
,.Milli-Q-Academic®,
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Millipore, Schwalbach,
D

Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe, D

30 min

Wirmen bei Raumtempe-
ratur

1x TNT-Puffer pH 7,4
(1x TNT-Puffer pH 7,4:
11 Aqua dest.

12,114 g Tris

8,766 g NaCl

500 pl Tween-20)

5 min

Waschen

Wasser destilliert durch
,.Milli-Q-Academic®,
Millipore, Schwalbach,
D

Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe, D
Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim, D

1x TNT-Puffer pH 7,4

5 min

Waschen

Wasser destilliert durch
,.Milli-Q-Academic®,
Millipore, Schwalbach,
D

Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe, D
Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim, D

1x TNT-Puffer pH 7,4

5 min

Waschen

Wasser destilliert durch
,,Milli-Q-Academic®,
Millipore, Schwalbach,
D

Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe, D
Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim, D

Goat-Anti-Rabbit IgG
(H+L) Horseradish
Peroxidase conjugate T-

20921 Lot-Nr. 790477 mit 1
% Blocking Solution in der

Verdiinnung 1:100

2h

Sekundirer Antikorper,
bei Raumtemperatur in
feuchter Kammer

TSA-Kit Nr. 11 T-20921
Invitrogen, Eugene, OR,
USA

TSA-Kit Nr. 21 T-
20931, Invitrogen, Eu-
gene, OR, USA

Wasser destilliert durch
,,Milli-Q-Academic®,
Millipore, Schwalbach,
D

Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe, D

1x TNT-Puffer pH 7,4

5 min

Waschen

Wasser destilliert durch
,.Milli-Q-Academic®,
Millipore, Schwalbach,
D

Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe, D
Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim, D

1x TNT-Puffer pH 7,4

5 min

Waschen

Wasser destilliert durch
,,Milli-Q-Academic®,
Millipore, Schwalbach,
D

Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe, D
Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim, D

1x TNT-Puffer pH 7,4

5 min

Waschen

Wasser destilliert durch
,,Milli-Q-Academic®,
Millipore, Schwalbach,
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D

Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe, D
Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim, D

Tyramid-Stammlosung mit
Amplifikationspuffer/0,0015
% H,0, in der Verdiinnung
1:100

10 min

Signalverstérkung,
bei Raumtemperatur in
feuchter Kammer

TSA-Kit Nr. 21 T-
20931, Invitrogen, Eu-
gene, OR, USA

1x TNT-Puffer pH 7,4

5 min

Waschen

Wasser destilliert durch
,,Milli-Q-Academic®,
Millipore, Schwalbach,
D

Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe, D
Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim, D

1x TNT-Puffer pH 7,4

5 min

Waschen

Wasser destilliert durch
,.Milli-Q-Academic®,
Millipore, Schwalbach,
D

Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe, D
Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim, D

1x TNT-Puffer pH 7,4

5 min

Waschen

Wasser destilliert durch
,,Milli-Q-Academic®,
Millipore, Schwalbach,
D

Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe, D
Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim, D

Streptavidin-Horseradish-
Peroxidase mit 1 % Blo-
cking Solution in der Ver-
diinnung 1:100

30 min

Signalverstirkung,
bei Raumtemperatur in
feuchter Kammer

TSA-Kit Nr. 21 T-
20931, Invitrogen, Eu-
gene, OR, USA
Wasser destilliert durch
,,Milli-Q-Academic®,
Millipore, Schwalbach,
D

Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe, D

1x TNT-Puffer pH 7,4

5 min

Waschen

Wasser destilliert durch
,.Milli-Q-Academic®,
Millipore, Schwalbach,
D

Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe, D
Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim, D

AEC + High Sensitivity
Substrate Chromogen

30 min

Farben

Dako North America
Inc., Carpinteria, CA,
USA

1x TNT-Puffer pH 7,4

5 min

Waschen

Wasser destilliert durch
,.Milli-Q-Academic®,
Millipore, Schwalbach,
D

Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe, D
Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim, D
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Héamalaun

60 sec

Kerngegenfarbung

Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe, D

Aqua dest.

5 min

Waschen

Wasser destilliert durch
,.Milli-Q-Academic®,
Millipore, Schwalbach,
D

Mounting Medium

Eindeckeln

Dako North America
Inc., Carpinteria, CA,
USA

Nagellack

Versiegeln

,Diorlisse®, Dior, Paris,
F
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Tabelle 41: Protokoll der Nitrotyrosin-AEC-Firbung
Losung, Konzentra- | Zeit Wirkweise/Vorgang | Firma
tion
Xylol 10 min Entparaffinieren Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe, D
Xylol 10 min Entparaffinieren Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe, D
Xylol 10 min Entparaffinieren Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe, D
Ethanol 100 % 5 min Waschen Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe, D
Ethanol 96 % 5 min Waschen Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe, D
Ethanol 70 % 5 min Waschen Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe, D
Aqua dest. 5 min Rehydrieren Wasser destilliert durch
,,Milli-Q-Academic®,
Millipore, Schwalbach, D
1x TBS pH 7,6 10 min Waschen Wasser destilliert durch
(10x TBS pH 7,6: ,.Milli-Q-Academic®,
11 Aqua dest. Millipore, Schwalbach, D
60,57 g Tris Carl Roth GmbH & Co.
87 g NaCl) KG, Karlsruhe, D
70 ul Triton X-100in 70 | 30 min Permeabilisieren Sigma-Aldrich Chemie
ml 1x TBS GmbH, Steinheim, D
Wasser destilliert durch
,,Milli-Q-Academic®,
Millipore, Schwalbach, D
Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe, D
1x TBS 5 min Waschen Wasser destilliert durch
,,Milli-Q-Academic®,
Millipore, Schwalbach, D
Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe, D
60 % Methanol, 40 % 1x | 10 min Unterdriickung der Wasser destilliert durch
TBS, 0,3 % H,0, endogenen Peroxidase ,.Milli-Q-Academic®,
(36 ml Methanol, 24 ml Millipore, Schwalbach, D
1x TBS, 180 Carl Roth GmbH & Co.
ul H,O, 30 %) KG, Karlsruhe, D
1x TBS 10 min Waschen Wasser destilliert durch
,,Milli-Q-Academic®,
Millipore, Schwalbach, D
Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe, D
Fettstift Umranden Dako North America
Inc., Carpinteria, CA,
USA
2 % BSA in TBS pH 7,6 1h Blockieren, bei Raum- Sigma-Aldrich Chemie
temperatur in feuchter GmbH, Steinheim, D
Kammer Wasser destilliert durch
,.Milli-Q-Academic®,
Millipore, Schwalbach, D
Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe, D
Mouse-Anti-3- Uber Nacht Primédrer Antikorper, Kamiya Biomedical
Nitrotyrosine mAb, clone bei 4 °C in feuchter Company, Seattle, WA,
39B6, Kammer USA
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Cat.-Nr. MC-374
mit AK-Diluent
in der Verdiinnung 1:200

Dako North America
Inc., Carpinteria, CA,
USA

30 min

Wirmen

1x TBS

10 min

Waschen

Wasser destilliert durch
,.Milli-Q-Academic®,
Millipore, Schwalbach, D
Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe, D

1x TBS

10 min

Waschen

Wasser destilliert durch
,,Milli-Q-Academic®,
Millipore, Schwalbach, D
Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe, D

1x TBS

10 min

Waschen

Wasser destilliert durch
,.Milli-Q-Academic®,
Millipore, Schwalbach, D
Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe, D

Goat-Anti-Mouse-Ig
G2alpha-HRP

s- 2970, Lot-Nr D2806
mit AK-Diluent

in der Verdiinnung 1:100

lh

Sekundérer Antikorper,
bei Raumtemperatur in
feuchter Kammer

Santa Cruz
Biotechnology, Santa
Cruz, CA, USA
Dako North America
Inc., Carpinteria, CA,
USA

1x TBS

10 min

Waschen

Wasser destilliert durch
,,Milli-Q-Academic®,
Millipore, Schwalbach, D
Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe, D

1x TBS

10 min

Waschen

Wasser destilliert durch
,.Milli-Q-Academic®,
Millipore, Schwalbach, D
Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe, D

1x TBS

10 min

Waschen

Wasser destilliert durch
,,Milli-Q-Academic®,
Millipore, Schwalbach, D
Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe, D

AEC + High Sensitivity
Substrate Chromogen

20 min

Firben

Dako North America
Inc., Carpinteria, CA,
USA

Aqua dest.

3 sec

Spiilen

Wasser destilliert durch
,.Milli-Q-Academic®,
Millipore, Schwalbach, D

Mounting Medium

Eindeckeln

Dako North Aerica Inc.,
Carpinteria, CA, USA

Nagellack

Versiegeln

,,Diorlisse*, Dior, Paris, F
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Tabelle 42: Protokoll der AIF-TSA-Firbung

Losung, Konzentration | Zeit Wirkweise/Vorgang | Firma

Xylol 10 min Entparaffinieren Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe, D

Xylol 10 min Entparaffinieren Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe, D

Xylol 10 min Entparaffinieren Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe, D

Ethanol 100 % 5 min Waschen Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe, D

Ethanol 96 % 5 min Waschen Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe, D

Ethanol 70 % 5 min Waschen Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe, D

Aqua dest. 5 min Rehydrieren Wasser destilliert durch
,.Milli-Q-Academic®,
Millipore, Schwalbach,
D

1x TBS 10 min Waschen Wasser destilliert durch

(10x TBS pH 7,6: ,,Milli-Q-Academic®,

11 Aqua dest. Millipore, Schwalbach,

60,57 g Tris D

87 g NaCl) Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe, D

0,01 Mol Natrium-Citrat pH 30 min Permeabilisieren in Mik- | Wasser destilliert durch

6,0 rowelle bei hochster ,.Milli-Q-Academic®,

(11 Aqua dest. Stufe Millipore, Schwalbach,

2,941g Tri-Natriumcitrat- D

Dihydrat) Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe, D

30 min Abkiihlen

1x TBS 5 min Waschen Wasser destilliert durch
,.Milli-Q-Academic®,
Millipore, Schwalbach,
D
Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe, D

1x TBS 5 min Waschen Wasser destilliert durch
,,Milli-Q-Academic®,
Millipore, Schwalbach,
D
Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe, D

1x TBS 5 min Waschen Wasser destilliert durch
,.Milli-Q-Academic®,
Millipore, Schwalbach,
D
Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe, D

60 % Methanol, 40 % 1x TBS, | 10 min Unterdriickung der Wasser destilliert durch

0,3 % H,0, endogenen Peroxidase ,,Milli-Q-Academic®,

(36 ml Methanol, 24 ml 1x Millipore, Schwalbach,

TBS, 180 ul H,0, 30 %) D
Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe, D

1x TBS 5 min Waschen Wasser destilliert durch

,,Milli-Q-Academic®,
Millipore, Schwalbach,
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D
Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe, D

1x TBS

5 min

Waschen

Wasser destilliert durch
,.Milli-Q-Academic®,
Millipore, Schwalbach,
D

Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe, D

1x TBS

5 min

Waschen

Wasser destilliert durch
,,Milli-Q-Academic®,
Millipore, Schwalbach,
D

Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe, D

Fettstift

Umranden

Dako North America
Inc., Carpinteria, CA,
USA

2 % BSA in TBS pH 7,6

lh

Blockieren, bei Raum-
temperatur in feuchter
Kammer

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim, D
Wasser destilliert durch
,,Milli-Q-Academic®,
Millipore, Schwalbach,
D

Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe, D

Rabbit-Anti-AIF (H-300)
polyclonal IgG

sc-5586 Lot-Nr. J2605
mit AK-Diluent

in der Verdiinnung 1:100

Uber Nacht

Primérer Antikdrper,
bei 4 °C in feuchter
Kammer

Santa Cruz
Biotechnology, Santa
Cruz, CA, USA
Dako North America
Inc., Carpinteria, CA,
USA

30 min

Wirmen bei Raumtempe-
ratur

1x PBS pH 7,4
(10x PBS ph 7,5:
11 Aqua dest.
13,34 g Na,HPO,
3,9 g NaH2P04
58,44 g NaCl)

5 min

Waschen

Wasser destilliert durch
,,Milli-Q-Academic®,
Millipore, Schwalbach,
D

Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe, D

Ix PBSpH 7,4

5 min

Waschen

Wasser destilliert durch
,,Milli-Q-Academic®,
Millipore, Schwalbach,
D

Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe, D

1x PBS pH 7,4

5 min

Waschen

Wasser destilliert durch
,.Milli-Q-Academic®,
Millipore, Schwalbach,
D

Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe, D

Goat-Anti-Rabbit IgG Sigma
A9169 Lot-Nr. 022M4810
Horseradish Peroxidase con-
jugate T-20021 mit 1 % Blo-
cking Solution in der Verdiin-
nung 1:250

l1h

Sekundérer Antikorper,
bei Raumtemperatur in
feuchter Kammer

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim, D
TSA-Kit Nr. 21 T-
20931, Invitrogen, Eu-
gene, OR, USA
Wasser destilliert durch
,.Milli-Q-Academic®,
Millipore, Schwalbach,
D
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Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe, D

1x PBS pH 7,4

5 min

Waschen

Wasser destilliert durch
,.Milli-Q-Academic®,
Millipore, Schwalbach,
D

Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe, D

1Ix PBSpH 7,4

5 min

Waschen

Wasser destilliert durch
,,Milli-Q-Academic®,
Millipore, Schwalbach,
D

Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe, D

1x PBS pH 7,4

5 min

Waschen

Wasser destilliert durch
,.Milli-Q-Academic®,
Millipore, Schwalbach,
D

Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe, D

Tyramid-Stammlosung mit
Amplifikationspuffer/0,0015
% H,0, in der Verdiinnung
1:100

10 min

Signalverstirkung,
bei Raumtemperatur in
feuchter Kammer

TSA-Kit Nr. 21 T-
20931, Invitrogen, Eu-
gene, OR, USA

1Ix PBSpH 7,4

5 min

Waschen

Wasser destilliert durch
,,Milli-Q-Academic®,
Millipore, Schwalbach,
D

Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe, D

1x PBS pH 7,4

5 min

Waschen

Wasser destilliert durch
,.Milli-Q-Academic®,
Millipore, Schwalbach,
D

Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe, D

Ix PBSpH 7,4

5 min

Waschen

Wasser destilliert durch
,,Milli-Q-Academic®,
Millipore, Schwalbach,
D

Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe, D

Streptavidin-Horseradish-
Peroxidase mit 1 % Blocking
Solution in der Verdiinnung
1:100

30 min

Signalverstirkung,
bei Raumtemperatur in
feuchter Kammer

TSA-Kit Nr. 21 T-
20931, Invitrogen, Eu-
gene, OR, USA
Wasser destilliert durch
,.Milli-Q-Academic®,
Millipore, Schwalbach,
D

Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe, D

1Ix PBSpH 7,4

5 min

Waschen

Wasser destilliert durch
,,Milli-Q-Academic®,
Millipore, Schwalbach,
D

Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe, D

1x PBS pH 7,4

5 min

Waschen

Wasser destilliert durch
,.Milli-Q-Academic®,
Millipore, Schwalbach,
D
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Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe, D

1x PBS pH 7,4

5 min

Waschen

Wasser destilliert durch
,.Milli-Q-Academic®,
Millipore, Schwalbach,
D

Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe, D

AEC + High Sensitivity
Substrate Chromogen

10-30 min
(optisch einschitzen!)

Firben

Dako North America
Inc., Carpinteria, CA,
USA

1Ix PBSpH 7,4

1 min

Waschen

Wasser destilliert durch
,,Milli-Q-Academic®,
Millipore, Schwalbach,
D

Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe, D

1x PBS pH 7,4

1 min

Waschen

Wasser destilliert durch
,.Milli-Q-Academic®,
Millipore, Schwalbach,
D

Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe, D

Héamalaun

5 sec

Kerngegenfirbung

Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe, D

FlieBendes Leitungswasser

5 min

Waschen

Aqua ddest.

5 min

Waschen

Wasser destilliert durch
,,Milli-Q-Academic®,
Millipore, Schwalbach,
D

Kaisers Glyceringelatine
Glycerolgelatine

Eindeckeln

Merck KG Darmstadt,
D

Nagellack

Versiegeln

,,Diorlisse*, Dior, Paris,
F
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9.10 Tabellen mit Werten der Reversed Phase High Performance Liquid
Chromatography

Tabelle 43: ATP-, ADP- und AMP-Werte
(Summe der energiereichen Phosphatverbindungen)
(Mittelwerte und ihre Standardfehler.
Signifikanz (p < 0,05) vs. HLM-Gruppe wird durch

ein Paragraphenzeichen (§) angezeigt)

Gruppe ATP, ADP und AMP in pg/mg
Gewebe
Kontrolle 0,973 £0,279
HLM 0,677 £ 0,139
EGCG 1,154 +0,133 §

Tabelle 44: Hypoxanthin- und Adenosinwerte (Mittelwerte und ihre Standardfehler.
Signifikanz (p < 0,05) vs. Kontrollgruppe wird durch einen Hashtag (#) angezeigt und
Signifikanz (p < 0,05) vs. HLM-Gruppe durch ein Paragraphenzeichen (§))

Gruppe Adenosin in pg/mg Hypoxanthin in pg/mg
Gewebe Gewebe
Kontrolle 0,008 £ 0,001 0,013 £ 0,004
HLM 0,005 £ 0,001 # 0,008 + 0,003
EGCG 0,007+0 § 0,003+0

Tabelle 45: Dephosphorylierungsratios (ATP/(ADP+AMP) und
ATP/(ADP+AMP+Adenosin))

(Mittelwerte und ihre Standardfehler.

Signifikanz (p < 0,05) vs. HLM-Gruppe wird durch

ein Paragraphenzeichen (§) angezeigt.

Die Werte besitzen keine Einheit)

Gruppe ATP/(ADP+AMP) Ratio | ATP/(ADP+AMP-+Adenosin)
Ratio
Kontrolle 0,060 £ 0,018 0,060 + 0,018
HLM 0,044 + 0,033 0,043 + 0,033
EGCG 0,135+0,034 § 0,134 £ 0,033 §
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