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Referat:

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene Herz-Lungen-Maschinen-Systeme
miteinander sowie mit dem off pump coronary artery bypass (OPCAB) — Verfahren
als Methode ohne Herz-Lungen-Maschine (HLM) verglichen. Dabei sollte gepruft
werden, ob das OPCAB-Verfahren im Hinblick auf die Aktivierung der
Entzindungsreaktion in der Lunge den Verfahren mit HLM Uberlegen ist. Weiterhin
sollte untersucht werden, ob eine fremdoberflachenreduzierte HLM, ein Heparin-
beschichtetes System sowie eine selektive Lungenperfusion (LP) die
inflammatorische Reaktion in der Lunge nach kardiopulmonalem Bypass (CPB)
vermindern konnen. Zudem sollte ein Beitrag zum besseren Verstandnis des
Pathomechanismus und des zeitlichen Ablaufs der Entziindungsreaktion wahrend
Operationen mit HLM geleistet werden. Die Studie erfolgte am Schweinemodell
anhand von 5 Untersuchungsgruppen (OPCAB, grof3e HLM, beschichtete HLM,
kleine HLM ohne LP, kleine HLM mit LP) mit je 6 Versuchstieren. Neben der
engmaschigen Kontrolle klinischer Parameter wurden zu 10 verschiedenen
Zeitpunkten Lungenbiopsien entnommen, um postoperativ die Breite der
Alveolarwande in der Hamatoxylin-Eosin-Farbung sowie die peribronchiale,

perivaskulare und periphere Tumornekrosefaktor (TNF)-a-Freisetzung in der Lunge



immunhistochemisch bestimmen zu koénnen. Zusatzlich wurde das pra— und
postoperative  Nass—Trockengewicht—Verhaltnis des  Lungengewebes  zur
Bestimmung des pulmonalen Wassergehaltes ermittelt.

In Zusammenschau aller Ergebnisse konnte in der OPCAB-Gruppe keine
wesentliche Aktivierung der Entzindungsreaktion nachgewiesen werden. Bei allen
Verfahren mit HLM hingegen zeigten sich verschieden ausgepréagte
Entzindungsreaktionen in der Lunge. Dabei konnten lineare Zusammenhéange
zwischen der pulmonalen TNF-a-Freisetzung, dem pulmonalen Wassergehalt, der
Alveolarwandbreite sowie der systemischen Laktatkonzentration festgestellt werden.
Durch Verwendung der kleinen HLM wurde die inflammatorische Reaktion am
starksten aktiviert, durch das beschichtete System am geringsten. Die Ergebnisse
lieRen jedoch darauf schliel3en, dass der Pumpentyp der HLM als zuséatzlicher Faktor
einen grofRen Einfluss auf die Entstehung der inflammatorischen Reaktion zu haben
schien. Bei Verwendung von Systemen mit Zentrifugalpumpen konnte eine starkere
Aktivierung der Entziindungsreaktion nachgewiesen werden als durch eine HLM, die

mit Rollerpumpen betrieben wurde.



Ein Doktor kann wohl ein Narr, aber ein Narr Rein DokKtor sein.

(unbekannt)

...gewidmet den wichtigsten Ankern in meinem Leben. ..

... meinen Eltern.
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Einleitung 1

1 EINLEITUNG

1.1. Historischer Uberblick tiber die extrakorporale Zirkulation

Die Entwicklung der Herz-Lungen-Maschine (HLM) war ein Meilenstein auf dem
Gebiet der Herzchirurgie. Unter Verwendung dieser Maschine wandelte sich die
Behandlung von angeborenen und erworbenen Herzkrankheiten vom geféhrlichen
Abenteuer zu einer hoch qualifizierten Wissenschatt, die vielen Menschen Hoffnung
und Leben verschaffen konnte (Pastuszko und Edie, 2004). Bereits seit dem
19. Jahrhundert experimentierten Physiologen und Mediziner an einer isolierten
Organperfusion. 1885 entwickelten Maximilian von Frey und Max Gruber am
Physiologischen Institut (Carl-Ludwig-Institut) der Universitdt Leipzig das erste
Modell einer Herz-Lungen-Maschine in Form eines geschlossenen extrakorporalen
Kreislaufs mit einem Oxygenator (Béttcher et al., 2000).

Vor allem John H. Gibbon Jr. trug weit mehr zum Erfolg der Entwicklung der HLM bei
als jeder andere (Stephenson, 2008). Bereits 1939 gelang Gibbon an der Universitat
von Pennsylvania der erste erfolgreiche komplette Herz-Lungen-Bypass mit
Langzeitiiberleben bei Katzen (Morgenstern et al., 1957). Clarence Dennis und seine
Mitarbeiter von der Universitdt von Minnesota fuhrten im April und Mai 1951 die
wahrscheinlich ersten beiden Operationen mit einer HLM am Menschen durch,
wenngleich beide Patienten intraoperativ verstarben (Stephenson, 2008). Die erste
erfolgreiche Operation konnte John H. Gibbon Jr. im Mai 1953 bei einem 18-jahrigen
Madchen mit einem Vorhofseptumdefekt durchfihren. Die Zeit an der Maschine
betrug 26 Minuten und die Patientin erholte sich vollstdndig (Pastuszko und Edie,
2004). Bis 1958 wurden uber 400 Operationen mit extrakorporaler Zirkulation (EKZ)
durchgefuhrt mit einer Gesamtmortalitat von circa 25%. Die Indikation fur diese Art
von Eingriffen war damals fast ausschlie3lich auf angeborene Herzfehler beschrankt,
wobei die am haufigsten operierten Defekte mit einem Gesamtanteil von Uber 60%
der Ventrikelseptumdefekt und die Fallot-Tetralogie waren (Ellis und Kirklin, 1959).

Dank der zahlreichen engagierten Vorreiter in den 1950er Jahren werden heute
weltweit mehr als 1 Millionen Operationen pro Jahr unter Verwendung der HLM

durchgefiihrt mit einer Mortalitatsrate von teilweise nur 1%. Durch die stetige
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Verbesserung der Operationsverfahren, der verwendeten Materialien, der
Revaskularisierungstechniken sowie die enorme Weiterentwicklung auf dem Gebiet
der Lebenserhaltungssysteme und Herzersatzverfahren wurde und wird auch
weiterhin versucht, Herzoperationen immer sicherer zu machen (Stephenson, 2008).
In den 79 deutschen herzchirurgischen Zentren wurden im Jahr 2008 insgesamt
99.176 Herzoperationen durchgefihrt, davon 89.773 mit HLM und 9.403 Operationen
ohne HLM. Insgesamt 46,8% der Herzoperationen mit HLM entfielen auf die tber
70-Jahrigen und 10,3% der Patienten waren éalter als 80 Jahre (Gummert et al.,
2009). Dabei hatte sich in dem Zeitraum von 1990 bis 2007 die Anzahl der Uber
70-jahrigen Patienten in der Herzchirurgie versiebenfacht, die Altersgruppe der tber
80-Jahrigen war sogar um das 24-Fache angestiegen (Friedrich et al., 2009). Im Jahr
2008 wurden 7.017 von insgesamt knapp 100.000 Herzoperationen zur Korrektur
angeborener Herzfehler durchgefihrt, was nur noch einem Anteil von 7% entsprach
(Gummert et al., 2009).

Doch gerade wegen des Wandels zu immer é&lteren multimorbiden Patienten,
gewann in den letzten 20 Jahren das off pump coronary artery bypass (OPCAB) —
Verfahren wieder zunehmend an Popularitat. In den 1950er Jahren von Murray und
Longmire erstmals im Zusammenhang mit einer koronaren Endarterektomie
beschrieben (Ascione et al., 2003), wurden 2008 11,3% der reinen
Bypassoperationen mit dem OPCAB-Verfahren operiert (Gummert et al., 2009).

1.2. Pathogenese der inflammatorischen Reaktion

Herzoperationen mit kardiopulmonalem Bypass (CPB) fuhren zu einer intensiven
systemischen Entziindungsreaktion, die als ,systemic inflammatory response
syndrome® bezeichnet wird (Asimakopoulos und Taylor, 1998). Diese kann zu
zahlreichen postoperativen Komplikationen wie respiratorischer Insuffizienz, akutem
Nierenversagen, myokardialer  Dysfunktion, Blutgerinnungsstérungen  oder
neurologischen  Komplikationen  beitragen und letztendlich auch zum
Multiorganversagen fuhren (Wan et al., 1997; Paparella et al., 2002). Dabei scheinen
Lunge und Niere am héaufigsten betroffen zu sein. Es wird angenommen, dass es
nach nahezu jeder Herzoperation zu subklinischen pulmonalen und renalen

Beeintrachtigungen kommt und dass pulmonale und renale Komplikationen einen
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groBen Anteil an der postoperativen Morbiditdt nach herzchirurgischen Eingriffen
haben (Gaudino et al, 2003). Das Auftreten und die Schwere der
Entzindungsreaktion werden durch zahlreiche spezifische und unspezifische
Faktoren beeinflusst. Zu den unspezifischen gehéren zum Beispiel das Trauma
durch die Operation selbst, Blutverluste oder Bluttransfusionen und der Grad der
Hypothermie (Raja und Dreyfus, 2005). Aber auch préaoperative Risikofaktoren
nehmen unspezifisch Einfluss auf das postoperative klinische Ergebnis.
Vorbestehende Lungenerkrankungen, junges Alter und eine langere perioperative
Perfusion an der HLM sind Risikofaktoren fir ein akutes postoperatives
Lungenversagen (Schlensak et al., 2002).

Der CPB aktiviert auch spezifisch die Entzindungskaskade durch mindestens vier

wesentliche Mechanismen:

1. Der Kontakt des Blutes mit den unphysiologischen Oberflachen der HLM
(Wan et al., 1997; Raja und Dreyfus, 2005)

2. Das unphysiologische, durch Blutpumpen der HLM erzeugte Strémungsprofil
sowie die direkte Traumatisierung des Blutes durch die Blutpumpen
(Baufreton et al., 1999; Parolari et al., 2000; Voss et al., 2010)

3. Die Gewebeschadigung durch Ischamie und Reperfusion (Raja und Dreyfus,
2005)

4. Endotoxine, die aufgrund von Minderperfusion im Splanchnikusgebiet durch
Translokation aus dem Darmlumen die Entzindungsantwort verstarken
(Sinclair et al., 1995).

Die wichtigsten an der Entzindungsreaktion beteiligten Blutelemente sind das
Komplementsystem, Neutrophile, Monozyten und Endothelzellen (Menasché und
Edmunds, 2003). Das Komplementsystem wird wahrend der CPB-Zeit zu
verschiedenen Zeiten aktiviert. Der Kontakt des Blutes mit den nicht
endothelialisierten Schlauchoberflachen der HLM und dem Wundexsudat sowie die
Reperfusion des ischdmischen Herzens aktivieren den klassischen und den
alternativen Weg des Komplementsystems. Zusatzlich erfolgt durch die Gabe von
Protamin mit Bildung des Heparin-Protamin-Komplexes die Aktivierung des

klassischen Weges (Hammon, 2008a). Beide Wege minden in der Bildung von
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Komplementfaktor-(C)-3-Konvertasen, die C3 zu C3a und C3b spalten, was
wiederum zur Bildung von C5a und C5b fihrt. C3a und C5a sind potente vasoaktive
Anaphylatoxine, die  zur  Freisetzung von Histamin und anderen
Entzindungsmediatoren beitragen (Mojcik und Levy, 2001), die vaskulare
Permeabilitdt erhdhen und die Blutplattchen zur Bildung freier Radikale stimulieren
(Wan et al., 1997). C5b initiiert die Bildung des Membran-Angriffs-Komplexes C5b-9,
der zum Beispiel in prokaryotischen Zellen wie Erythrozyten durch Porenbildung in
der Zellmembran den Zelltod herbeifiihren kann (Menasché und Edmunds, 2003).
C5a wund C5b-9 sowie andere Zytokine (Tumornekrosefaktor-a [TNF-q],
Interleukin-[IL]-18 oder IL-8) spielen eine grol3e Rolle in der Interaktion zwischen
Neutrophilen und Endothelzellen durch Erhéhung der Anzahl von spezifischen
Adhasionsmolekilen (Hammon, 2008a). Zunachst kommt es durch die Bildung von
Selektinen auf Endothelzellen, Blutplattchen und Leukozyten zu einer lockeren
Bindung dieser Zellen. Dadurch werden weitere Neutrophile zum Ort der
Gewebeschadigung rekrutiert, durch regionale Vasokonstriktion gebremst und ins
Rollen gebracht (Menasché und Edmunds, 2003; Hammon, 2008a). Nur so kénnen
die auf der Neutrophilenoberflache freigesetzten Integrine (CD11/18) fest an die
Endothelzellen Uber deren Adhasionsmolekile (intercellular adhesion molecule
[ICAM], vascular adhesion molecule [VCAM]) binden (Paparella et al., 2002). Durch
transzellulare Migration erreichen Neutrophile und auch Monozyten den Ort der
Entziindung, setzen toxische Substanzen, proteolytische Enzyme und Zytokine frei
und phagozytieren fremdes oder zerstértes Gewebe (Mojcik und Levy, 2001).

Das vortubergehende Abklemmen der Aorta bei Operationen mit CPB fihrt in Herz
und Lunge zur Ischamie (Laffey et al., 2002). Durch den Sauerstoffmangel kommt in
der mitochondrialen  Atmungskette die Bildung des Energielieferanten
Adenosintriphosphat (ATP) zum Erliegen. ATP wird verbraucht und tber Adenosindi-
und Adenosinmonophosphat zu Hypoxanthin abgebaut. Weiterhin fiihrt eine Stérung
der ATP-abhingigen lonentransportsysteme zu einer Uberladung der Zellen mit
Calcium, das wiederum eine elektrische Destabilisierung und in Muskelzellen eine

Beeintrachtigung der Kontraktilitdt bewirkt (Bengel, 2005).

Ischamische Bedingungen fuhren lGber enzymatische Prozesse zur Freisetzung von
reaktiven Sauerstoffverbindungen wie Superoxidanionen, Hydroxylradikalen und
Wasserstoffperoxid. Ein entscheidender Prozess hierbei ist die Umwandlung von
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Hypoxanthin zu Xanthin und dessen weiterer Abbau zu Harnséaure Uber die
Xanthinoxidase. Diese reaktiven Sauerstoffverbindungen kbnnen Membranstrukturen
zerstoren, den Funktionsverlust von Enzymen und Proteinen bewirken oder auch
direkt auf der Transkriptionsebene in den Zellstoffwechsel eingreifen (Denk und
Zatloukal, 2001; Gilles, 2004; Hinkel, 2009). Zudem wird durch diese Schadigungen
die Entzindungskaskade wie oben beschrieben aktiviert.

Eine Minderperfusion im Splanchnikusgebiet, wie sie bei Operationen mit CPB
beschrieben wird, kann eine Barrierestérung der Darmschleimhaut zur Folge haben,
was die Translokation von Darmbakterien ermdglicht. Beim Zerfall dieser gram-
negativen Darmbakterien werden Zellwandbestandteile, die sogenannten
Endotoxine, in die Blutbahn freigesetzt, die ebenfalls (ber Aktivierung des
Komplementsystems die Entziindungsreaktion in Gang setzen (Sinclair et al., 1995;
Haisjackl et al., 1998).

1.2.1. Spezielle Aspekte der Lungenschadigung

Pulmonale Dysfunktion nach Operationen mit CPB ist eine der haufigsten
postoperativen Komplikationen, die zwar meist klinisch unbedeutend bleibt, aber in
beinahe 2% der Falle zum ,acute respiratory distress syndrome® (ARDS) mit einer
Mortalitatsrate von tber 50% fihren kann (Ng et al., 2002). Unter Verwendung der
HLM mit Abklemmen der Aorta werden Herz und Lungengefal3e (Vasa publica) vom
Kreislauf ausgeschlossen. Die Lungendurchblutung wird lediglich von den
Bronchialarterien (Vasa privata) aufrechterhalten, die unter physiologischen
Bedingungen einem Anteil von 6—-8% der systemischen Gesamtperfusion entspricht
(Suzuki et. al., 2000; Schiebler und Schmidt, 2003b; Zheng et al., 2004). Daraus
resultiert, dass heparinisiertes Blut relativ statisch in den Lungengefal3en verbleibt
und zu einer Beeintrachtigung der Endothelzellfunktion fiihrt (Richter et al., 2000).
Wahrscheinlich wird die respiratorische Insuffizienz sogar durch einen direkten Effekt
von C5a und C5b-9 auf das Lungenendothel, Neutrophile und Monozyten verursacht
(Asimakopoulos et al., 1999). Dreyer und Kollegen (1998) konnten in einer Studie
zeigen, dass bei Hunden unter CPB auf dem Endothel der Lungenkapillaren
vermehrt ICAM-1 exprimiert wurde, was auch eine erhohte Anzahl von Neutrophilen
zur Folge hatte. Eine andere Gruppe fand heraus, dass im Lungengewebe vor allem
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die E-Selektin-Bildung erhéht war (Engelberts et al., 1992). Die Freisetzung von
Adhasionsmolekilen als Antwort auf proinflammatorische Zytokine weist also eine
gewisse Organspezifitat auf, die die Neigung zur organspezifischen Schadigung als

Folge eines systemischen Prozesses erklaren konnte (Mayers und Johnson, 1998).

Ein weiterer Aspekt der Lungenschadigung ist, dass das gesamte Auswurfvolumen
des Herzens in der Phase der Reperfusion die Lunge passiert und diese somit sehr
stark mit entziindlich aktivierten Blutbestandteilen belastet wird (Richter et al., 2000).
Die Folgen der HLM-induzierten Entziindungsreaktion in Bezug auf die Lunge sind
die Bildung von Atelektasen (Deblier et al., 2006) mit Zunahme des intrapulmonalen
Shuntvolumens und einer VergréRerung des alveolo-arteriellen Sauerstoffgradienten
durch Verschlechterung des Gasaustausches (Tonz et al., 1995). Weiterhin gehen
die Erhéhung des Lungengefal3widerstandes und der Endothelpermeabilitdt mit der
Bildung eines Lungentdems einher. In den meisten Féllen sind die pulmonalen
Endothelschadigungen erfreulicherweise nur vortubergehend und ohne Klinische
Bedeutung (Ng et al., 2002).

1.2.2. Die Rolle von Tumornekrosefaktor-a

TNF-a wird von zahlreichen Zellen wie Makrophagen, Monozyten, Lymphozyten und
Fibroblasten produziert. Es wirkt Uber die zwei spezifischen TNF-Rezeptoren TNFR1
und TNFR2. Wahrend Rezeptor 1 von den meisten Geweben exprimiert wird, findet
sich TNFR2 eher in den Zellen des Immunsystems. Die zuerst beschriebene Wirkung
von TNF-a, die ihm auch als Namensgeber diente, war seine ausgepragte
zytotoxische Aktivitat auf Tumorzellen in Mausen (Wajant et al., 2003). Es beeinflusst
die Zellproliferation, Zelldifferenzierung und Apoptose (Naidu et al., 2004; An et al.,
2007). Heute weil3 man aul3erdem, dass TNF-a ein wichtiges proinflammatorisches
Zytokin ist und eine zentrale Rolle bei der Entstehung der Entziindungsreaktion
besitzt. Es ist beteiligt an der Chemoattraktion von Leukozyten, der Stimulation von
Phagozyten, der Modulation der Gefal3permeabilitat sowie an der Steigerung der
Zytokinproduktion. TNF-a erhoht die Expression der Adhasionsmolekile ICAM-1,
E-Selektin und VCAM-1, was fur die transzellulare Migration von Neutrophilen zum
Ort der Entzindung notwendig ist (Khimenko et al., 1998). In Bezug auf die Lunge
induziert TNF-a eine Stoérung der pulmonalen Endothellzellintegritat gefolgt von



Einleitung 7

einem zunehmenden Wassergehalt der Lunge und einer daraus resultierenden
schlechteren Oxygenierung (Worrall et al., 1997).

Dhein und Kollegen konnten in einer Studie am Schwein zeigen, dass es nach
Operationen mit HLM zu einem signifikanten Anstieg der pulmonalen TNF-a-
Freisetzung und auch einer signifikanten Zunahme der Alveolarwandbreite kam.
Beeintrachtigungen im Gasaustausch waren jedoch in dem Studienmodell nach

3-stundiger Reperfusion noch nicht zu verzeichnen (Dhein et al., 2008).

1.2.3. Laktat als intraoperativer Ischamieparameter

In Abwesenheit von Sauerstoff kann mit Hilfe der anaeroben Glykolyse die
ATP-Gewinnung aus der Metabolisierung von Glukose Uber Pyruvat zu Laktat
erfolgen, wobei die Energiebilanz unter anaeroben Bedingungen wesentlich
ungunstiger ist als unter aeroben (Lo6ffler, 1998).

Nach herzchirurgischen Eingriffen ist das Auftreten einer Hyperlaktatamie als
Ausdruck eines Missverhaltnisses zwischen systemischem Sauerstoffangebot und
Sauerstoffverbrauch im Gewebe relativ haufig. Extreme Hamodilution, Hypothermie,
geringe Flussgeschwindigkeiten sowie eine starke Aktivierung von Stresshormonen
und einem daraus resultierenden peripheren arteriovendésen Shunting spielen als
Ursachen fiur die Laktatazidose unter CPB eine Rolle (Demers et al.,, 2000).
Zahlreiche Studien suggerierten aul3erdem, dass vor allem die Minderperfusion des
Splanchnikusgebietes zu einer Darmhypoxie mit folgender Barrierestdrung der
Darmmukosa und Translokation von Bakterien fiihrte. Mdglicherweise hat auch eine
leichte, eventuell durch die Hypothermie induzierte Leberfunktionsstérung mit
beeintrachtigtem Laktatmetabolismus Einfluss auf den erhdohten Laktatspiegel
(Haisjackl et al., 1998; Mustafa et al., 2003). Ranucci und Kollegen (2006) konnten in
ihrer Studie zeigen, dass eine Hyperlaktatamie wahrend CPB mit einer erhdhten

postoperativen Morbiditat einherging.

1.2.4. Zunahme der Alveolarwandbreite als Ausdruck von Lungenschéadigung

Die strukturellen Schaden des Lungengewebes nach CPB sind noch nicht vollstandig
erforscht. Einige Studien, die sich mit diesen licht- und elektronenmikroskopischen
Veranderungen beschéftigt haben, beschrieben perivaskulare, interstitielle und
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intraalveolare  Odeme. Im  Alveolarraum wurden ausgetretene  zellulare
Blutbestandteile wie Erythrozyten und Neutrophile beobachtet. In vielen Alveolen
konnten Schaden der Blut-Luft-Schranke festgestellt werden. Die Typ-I-Pneumozyten
und Endothelzellen waren geschwollen oder nekrotisch verédndert, das Zellplasma
der Pneumozyten vom Typ Il erschien aufgequollen und mehrere Kapillaren waren
verstopft. Aufgrund des Odems war oftmals eine optimale Verteilung des Surfactant
auf der Alveolaroberflache nicht moglich (Anyanwu et al., 1982; Wasowicz et al.,
1999; Kim et al., 2001).

Nur sehr wenige Studien, wie zum Beispiel die von Schlensak und Kollegen (2002)
sowie von Dhein et al. (2008), bezogen auch die Veradnderungen der
Alveolarwandbreite nach CPB mit in ihre Betrachtungen zur Lungenschéadigung ein.
Dabei stellten sie fest, dass durch eine kontinuierliche Lungenperfusion (LP)
wahrend des CPB auch die ultrastrukturellen Veranderungen wie verbreiterte

Alveolarsepten reduziert werden konnten.

1.3. Stand der Forschung zur Verminderung der inflammatorischen Reaktion

In zahlreichen experimentellen und klinischen Studien wurden technische und
pharmakologische Strategien entwickelt, die die inflammatorische Reaktion durch die
HLM vermindern sollten. Im Folgenden werden die einzelnen Strategien und deren

Auswirkungen naher erlautert.

1.3.1. Drew-Anderson-Technik

1959 stellten Drew und Anderson ein bilaterales Bypassverfahren in tiefer
Hypothermie und ohne Verwendung eines Oxygenators vor (Richter et al., 2000).
Der pulmonale und der systemische Kreislauf wurden separat perfundiert. Die
Fremdoberflache der HLM verringerte sich, da die Lunge des Patienten selbst als
physiologischer Oxygenator diente. Massoudy und Kollegen (2000) konnten in
Studien zeigen, dass durch diese Technik weniger Zytokine freigesetzt wurden als
mit einem konventionellen CPB und durch die kontinuierliche Durchblutung der
Lunge ein Reperfusionsschaden vermieden werden konnte. Richter und sein Team

(2000) demonstrierten, dass durch Abwesenheit des Oxygenators weniger IL-6 und
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IL-8 freigesetzt wurden. Eine verbesserte postoperative Lungenfunktion, die mit
kirzeren Beatmungszeiten einherging, sowie weniger Blutverluste und
Transfusionsbedarf waren das Ergebnis. Diese sehr aufwendige Methode konnte
jedoch keine breite Akzeptanz erzielen, da das Operationsfeld durch die
Notwendigkeit von zahlreichen Kanilierungen sehr unibersichtlich war (Menasché
und Edmunds, 2003).

1.3.2. Hypothermie

Durch eine Absenkung der Kdrpertemperatur werden die Stoffwechselaktivitat und
der Sauerstoffverbrauch verringert und eine Organprotektion erreicht. Dabei spielt
die Hirnprotektion eine wichtige Rolle. Eine einheitliche Einteilung der
Hypothermiegrade findet man aufgrund der unterschiedlichsten Anwendungsgebiete
in der Medizin kaum. Am haufigsten wird jedoch Hypothermie wie folgt eingeteilt:
milde Hypothermie (bis 32°C), maldige/moderate Hypothermie (32°C — 28°C) und
tiefe Hypothermie (< 28°C) (Popp et al., 2005). Welche Form dabei den grof3ten

Vorteil verspricht, ist noch nicht eindeutig geklart.

Studien zum Vergleich von normothermischen mit hypothermischen Herzoperationen
ergaben widersprichliche Ergebnisse. Menasché et al. (1994) zeigten, dass bei
Temperaturen von 26-28°C die Freisetzung von Entzindungsmediatoren verzégert
werden konnte. Untersuchungen von Grinenfelder und Kollegen (2000) dagegen
belegten, dass eine Hypothermie von 26-28°C sogar zur starken Aktivierung von
Endothelzellen fuhrte und hoéhere Werte fur Zytokine und Adhasionsmolekile als
unter Normothermie gemessen wurden. Birdi et al. (1999) fanden heraus, dass die
normotherme Perfusion keine starkere Entziindungsreaktion als eine milde oder
moderate Hypothermie hervorrief. Viele Studienergebnisse kamen aber zu der
gleichen Ansicht, dass die aktive Wiedererwarmung zu einer starken Zellaktivierung
am Ende des Bypasses fluihrte und die Hypothermie die inflammatorische Reaktion

nur verzogern, nicht aber verhindern konnte (Le Deist et al., 1995; Tonz et al., 1995).

Eine milde Hypothermie mit Temperaturen zwischen 32 und 34°C scheint ein
akzeptabler Kompromiss zu sein und wird in der Regel bei Operationen mit HLM
durchgefuhrt (Hammon, 2008a). Durch moderate und milde Hypothermie werden
neurologische Schaden deutlich verringert (Hypothermia after Cardiac Arrest Study
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Group, 2002). Auch Walther und Kollegen (2012) konnten zeigen, dass durch eine
moderate Hypothermie eine &hnlich suffiziente Hirnprotektion erreicht wurde wie

durch eine tiefe Hypothermie.

1.3.3. Modifizierte Ultrafiltration

Die Vorflllung der HLM fihrt durch die Volumenbelastung mit blutfreiem Priming zur
Hamodilution. Die sinkende Serumalbuminkonzentration und der geringere
kolloidosmotische Druck steigern den effektiven Filtrationsdruck in den Kapillaren,
der zum Austritt von Flissigkeit in den interstitiellen Raum fuhrt. Somit wird die
Lungencompliance vermindert und der alveoldre Gasaustausch verschlechtert
(Huang et al., 2003). Die modifizierte Ultrafiltration entfernt nach der Trennung von
der HLM Uberschissiges Wasser und Substanzen mit geringem Molekulargewicht
entlang eines hydrostatischen Gefélles. Diese Methode erwies sich als &ulRerst
effektiv bei Kindern. In Studien fuhrte dies zur Hamokonzentration, verringerten
Blutungen und geringerem Gesamtkorperwasser bei Kindern (Luciani et al., 2001).
Die Ergebnisse waren eine Verbesserung der Lungenfunktion und des
Gasaustausches (Mahmoud et al., 2005). Es konnte aul3erdem eine Reduzierung
von einigen Entzindungsmediatoren wie I1L-8, Komplement (Ungerleider, 1998) und
TNF-a (Wan et al, 1997) und damit verbunden eine Abschwéachung der
inflammatorischen Reaktion gezeigt werden (Huang et al., 2003). Zur Hamofiltration
bei Erwachsenen sind sehr unterschiedliche Angaben beschrieben. Eine Studie von
Griunenfelder und Kollegen (2000) erbrachte keinen klinischen Nutzen, Luciani et al.
(2001) dagegen zeigten eine geringere Krankenhausmorbiditat und weniger
respiratorische, neurologische und gastrointestinale Komplikationen nach

Verwendung der modifizierten Ultrafiltration bei Erwachsenen.

1.3.4. Leukozytenfilter

Leukozyten spielen eine entscheidende Rolle in der inflammatorischen Reaktion.
Aktivierte Leukozyten setzen zahlreiche freie Radikale wie Superoxidanionen,
Wasserstoffperoxid und Hydroxylradikale frei, die die Membranlipide angreifen und
die Membranpermeabilitat erhdhen. Vor allem neutrophile Leukozyten setzen nach
Adhasion an die Endothelzellwand toxische Substanzen aus ihren Granula frei
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(Wan et al.,, 1997). Es wurden spezielle Leukozytenfilter entwickelt und in die
arterielle Linie der HLM nach dem Oxygenator integriert. Die Filter arbeiten nach dem
Adhasionsprinzip und haben eine hohe Affinitat zu Leukozyten. Sie sollen die
Konzentration von zirkulierenden Leukozyten senken sowie Entziindungen und
oxidativen Stress vermindern (Raja und Dreyfus, 2005). Vor allem in der frihen
postoperativen Phase nach CPB kann dadurch die Oxygenation verbessert und die
Beatmungsdauer verkirzt werden (Sheppard et al., 2004). Jedoch sind die
Studienergebnisse auf diesem Gebiet sehr vielfaltig und teils widersprichlich. Auf der
einen Seite scheint der Nutzen vor allem bei Patienten mit erhéhtem Operationsrisiko
wie Notfallpatienten, Patienten mit pulmonalen Vorerkrankungen oder aber auch bei
langen Bypasszeiten an der HLM am grof3ten zu sein (De Vries et al., 2005). Gott
und Kollegen (1998) konnten andererseits nur bei Patienten mit geringem
Operationsrisiko signifikante Effekte zum Beispiel auf Krankenhausliegedauer und
—kosten feststellen. Durch Verwendung von leukozytendepletierten Erythrozyten- und
Thrombozytenkonzentraten sowie der Mdoglichkeit, das Blut aus der
Kardiotomiesaugung zu waschen, schwindet das Interesse an reinen

Leukozytenfiltern (Hammon, 2008a).

1.3.5. Pharmakologische Strategien

Der Einsatz von Glukokortikoiden bei Herzoperationen zur Unterdrickung der
inflammatorischen Reaktion ist mittlerweile sehr umstritten. Die praoperative
Verabreichung von Methylprednisolon bewirkte eine Verringerung der
Entzindungsmediatoren IL-6, IL-8 und TNF-a sowie eine Zunahme der
antiinflammatorischen Zytokine 1L-10 und IL-1ra (Raja und Dreyfus, 2005). Ein
signifikanter klinischer Nutzen konnte jedoch nur selten nachgewiesen werden
(Chaney, 2002). Dagegen kann die Gabe von Glukokortikoiden zur Exazerbation
einer Glukoseintoleranz sowie zu Gastritis, beeintrachtigter Wundheilung und einem
erhohten Infektionsrisiko fuhren (Gott et al, 1998). Da sowohl der
antiinflammatorische Effekt als auch das Auftreten von Nebenwirkungen
dosisabhangig sind, bestehen in der Literatur viele Unstimmigkeiten in Bezug auf den
sicheren Einsatz, Nutzen, Dosis und Applikationszeitpunkt von Glukokortikoiden in
Zusammenhang mit dem CPB (Whitlock et al., 2008).
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Um bei Operationen mit CPB Blutungen zu verringern, wurde Aprotinin lange Zeit
eingesetzt. Dieser unspezifische Serin-Protease-Inhibitor bildet reversible Komplexe
mit Plasmin und Kallikrein und reduziert somit die Fibrinolyse (Mojcik und Levy,
2001). Es wurden 30-63% weniger Bluttransfusionen und bis zu 63% weniger
Re-Thorakotomien beobachtet (Van der Linden et al., 2007). Die Sicherheit von
Aprotinin wurde aber 2006 stark angezweifelt, als Mangano und Kollegen (2006) in
einer groRen Studie mit GUber 4300 Patienten feststellten, dass durch die Verwendung
von Aprotinin bei Bypass-Operationen haufiger Anzeichen von Multiorganschaden
auftraten und es zu einem zwei- bis dreifachen Anstieg des Risikos fur
dialysepflichtiges Nierenversagen kam. Die Umstellung auf andere Antifibrinolytika
wie Tranexamsaure oder Aminocapronsaure ist nach Meinung der Autoren die

sicherere Alternative (Mangano et al., 2006; Takagi et al., 2009).

1.3.6. OPCAB

Bei OPCAB-Operationen wird auf die HLM verzichtet, die nachweislich den
Hauptausléser der inflammatorischen Reaktion darstellt. Im Vergleich zu Eingriffen
mit HLM zeigten sich beim OPCAB-Verfahren geringere Erhéhungen der Zytokine
IL-6, IL-8 und TNF-a (Wan et al., 2004). In verschiedenen Studien konnten in Bezug
auf OPCAB-Eingriffe verkirzte Beatmungszeiten, weniger Blutverluste und
Transfusionsbedarf (Matata et al., 2000) sowie klrzere Erholungszeiten bei alteren
Patienten dargestellt werden (Hirose et al., 2001). Einer der wichtigsten Vorteile der
Bypassoperation am schlagenden Herzen ist der geringere Myokardschaden durch
den fehlenden kardioplegischen Herzstillstand (Ascione et al., 2003). Vor allem altere
Patienten und Patienten mit erhohtem Operationsrisiko profitieren davon. Bei
vorbestehenden pulmonalen und zerebrovaskularen Erkrankungen konnten durch
OPCAB-Operationen postoperative pulmonale und zerebrale Komplikationen
verringert werden (Cleveland et al., 2001). Rastan et al. (2005) zeigten in einer
prospektiven randomisierten Studie an 40 Patienten eine geringere
Myokardschéadigung der OPCAB—Patienten gegenuiber der Kontrollgruppe, in der die
Operation mit HLM am schlagenden Herzen durchgefihrt wurde. Dass die
Entzindungsreaktion aber nicht vollstandig verhindert werden kann, beweist die
Vielfalt der auslésenden Faktoren wie das Operationstrauma, die Manipulation am

Herzen sowie die Gabe von Heparin oder Protamin (Hammon, 2008a).
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1.3.7. Miniaturisierte extrakorporale Kreislaufsysteme

Eine Mdglichkeit zur Optimierung der extrakorporalen Zirkulation (EKZ) ist die
Reduzierung der Fremdoberflache. Miniaturisierte EKZ (MECC) — Systeme haben
eine kleinere OberflachengréfZe und weisen mit circa 500 ml ein deutlich geringeres
Fullvolumen auf als die herkémmliche HLM, die mit 1200 ml Fullvolumen eine
Hamodilution bewirkt. Im Wesentlichen besteht das MECC—-System aus einer Pumpe
(meist Zentrifugalpumpe), einem Membranoxygenator und einem arteriellen Filter.
Auf ein konventionelles Saugsystem mit Reservoir wird verzichtet, um den Blut-Luft-
Kontakt in diesem geschlossenen Kreislaufsystem zu vermeiden (Philipp et al.,
2006). Dennoch wird in den meisten Kliniken ein Auffangbeutel fir groéRere
Blutmengen und gegebenenfalls ein Cell-Saver-Reservoir angebracht, um bei Bedarf
Volumen geben zu koénnen. Es gibt komplett beschichtete und unbeschichtete
Systeme. Die meisten Studien untersuchten das Jostra MECC-System der Firma
Maquet. Es konnten stabilere Hamatokrit— und Hamoglobinwerte durch eine
Verminderung des Blutverlustes und einem daraus resultierenden geringeren
Transfusionsbedarf festgestellt werden (Remadi et al., 2004; Philipp et al., 2006;
Panday et al., 2009). Zudem kam es zu einer Reduzierung der inflammatorischen
Reaktion und einem besseren postoperativen Outcome (Fromes et al., 2002; Beghi
et al., 2006; Bical et al., 2006).

1.3.8. Oberflachenbeschichtung

Wahrend Operationen mit HLM tritt das gesamte Blut eines Erwachsenen mit mehr
als 3 m? Fremdoberflache in Kontakt, was zu einer massiven Abwehrreaktion fihrt
(Wendel und Ziemer, 1999). Um die Hamokompatibilitat zu verbessern, wurden
verschiedene Beschichtungstechniken fiir das Kreislaufsystem der HLM entwickelt,
wobei in der Klinik vor allem Heparin—beschichtete Systeme zum Einsatz kommen.
Die am meisten verwendeten Techniken sind das Duraflo Il — System und das
Carmeda Bioactive Surface — System. Die allgemeine Wirkungsweise beruht auf der
selektiven Adhéasion von Plasmaproteinen mit einer daraus resultierenden Bildung
einer kompatibleren sekundaren Schicht auf der Fremdoberflache sowie einer
geringeren Denaturierung und Aktivierung dieser anhaftenden Proteine (Wendel und
Ziemer, 1999). Dadurch werden die Komplementaktivierung, Zytokinfreisetzung und
Leukozytenaktivierung reduziert. Trotz dieser Beobachtungen konnte nicht immer ein
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klinischer Vorteil nachgewiesen werden (Paparella et al., 2002). Dennoch zeigten
einige  Studien eine verbesserte Lungenfunktion, weniger neurologische
Komplikationen und verkiirzte Liegedauern. Der Grund daflr lag unter anderem an
der Patientenauswahl fur die Studien, denn wie sich herausstellte, waren vor allem
bei Hochrisikopatienten signifikant bessere Ergebnisse zu erwarten (Jessen, 2006).
Ob in Zusammenhang mit der Heparin—beschichteten HLM die zu applizierende
Gesamtheparinmenge reduziert werden kann, ist noch Thema zahlreicher
Forschungen. Durch geringere Heparinmengen, mit einer maximalen activated
clotting time (ACT) zwischen 180-280 Sekunden, konnten im Vergleich zu
unbeschichteten Systemen der Blutverlust und der Transfusionsbedarf signifikant

verringert werden (Jessen, 2006).

1.3.9. Ventilation

Da wahrend des Einsatzes der HLM die Oxygenierung des Blutes durch die
Maschine erfolgt, ist eine Ventilation der Lungen nicht mehr erforderlich und wirde
auBerdem die Sicht des Chirurgen einschranken. Einige Hinweise deuten aber
darauf hin, dass die Hypoventilation unter CPB in Zusammenhang mit der Bildung
von Mikroatelektasen, einem hydrostatischen Lungenddem, schlechterer Compliance
und haufigeren postoperativen Infektionen steht (Ng et al., 2008). Die
Studienergebnisse Uber eine kontinuierliche Ventilation wéahrend der HLM-Phase
sind sehr widerspruchlich. Imura und Kollegen (2009) zeigten, dass bereits durch die
zusatzliche Ventilation mit einer Atemfrequenz von 5 pro Minute der metabolische
und histologische Gewebeschaden der Lunge reduziert und folglich auch der
Gasaustauch verbessert werden konnten. In den meisten Studien konnte jedoch kein
signifikanter Vorteil einer kontinuierlichen Ventilation wahrend des CPB demonstriert
werden. Es zeigten sich weder Veranderungen der Lungenfunktion noch des
pulmonalen GefaRwiderstandes, der pulmonalen Epithelpermeabilitdt oder der

systemischen Zytokinlevel (Ng et al., 2002; Koner et al., 2004).

1.3.10. Lungenperfusion

Die Durchblutung der Lunge wird wahrend der Aortenklemmzeit an der HLM lediglich
durch die Bronchialarterien aufrechterhalten. In experimentellen Studien konnte
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demonstriert werden, dass sich dadurch der Blutfluss in der Lunge auf bis zu 11%
des physiologischen Blutflusses vor dem Bypass verminderte, so dass die Lunge
einer voribergehenden Ischamie ausgesetzt war. Bei einem partiellen CPB mit
erhaltener Perfusion Uber die Pulmonalarterie dagegen reduzierte sich die regionale
Durchblutung nur auf 41% im Vergleich zum Blutfluss vor dem Bypass und auch die
ATP-Konzentration blieb unveréndert (Zheng et al., 2004). Schlensak und Kollegen
(2002) konnten zeigen, dass die kontinuierliche Lungenperfusion (LP) wahrend des
CPB die metabolischen und ultrastrukturellen Gewebeschaden der Lunge verringerte
und dass sie bei Kindern zur Aufrechterhaltung der Lungenfunktion beitrug.

Wie hoch der Blutfluss zum optimalen Schutz der Lunge sein sollte, ist noch
unbekannt. Eine zu exzessive LP, wie sie beim persisitierenden Ductus arteriosus
vorliegt, fuhrt zum Perfusionsschaden. Einige Studien haben gezeigt, dass eine
Flussrate von 30 mil/kg Korpergewicht (KG)/min die Lungenfunktion verbessern
(Zheng et al.,, 2004) sowie die neutrophil — endotheliale Interaktion vermindern
konnte (Suzuki et al., 2000 und 2001).

1.3.11. Zentrifugal- und Rollerpumpe

In der Herz-Lungen-Maschine kommen hauptsachlich zwei verschiedene
Blutpumpen zum Einsatz, die sich wesentlich in ihrer Funktionsweise unterscheiden.
Rollerpumpen beférdern das Blut durch Okklusion des Schlauchsystems, indem der
elastische blutgeflllte Schlauch durch zwei gegentberliegende rotierende Rollen
zusammengedriuckt wird und sich danach sofort wieder entfaltet und mit Blut fullt.
Zentrifugalpumpen hingegen arbeiten non-okklusiv. Das Blut wird durch Rotation und

Zentrifugalbeschleunigung transportiert.

Zahlreiche Studien beschaftigten sich bereits mit den Vor- und Nachteilen dieser
beiden Pumpentypen. Klar scheint zu sein, dass die okklusive Verfahrensweise der
Rollerpumpen zur Traumatisierung und Hamolyse des Blutes fuhrt (Baufreton et al.,
1999; Parolari et al., 2000). Eine eindeutige Uberlegenheit der Zentrifugalpumpen
gegenuber Rollerpumpen konnte jedoch nicht gezeigt werden. Die
Studienergebnisse hierzu sind widerspruchlich. Auf der einen Seite konnten Parolari
et al. (2000) demonstrieren, dass Zentrifugalpumpen zu einem geringeren

Bluttrauma sowie zu weniger Mikroembolien und neurologischen Komplikationen
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fuhrten. Die Verwendung von Zentrifugalpumpen trug zu einem besseren Outcome in
Bezug auf die Nierenfunktion und Blutverluste bei (Klein et al., 1998). Bei Kindern
konnte eine geringere Aktivierung des Komplementsystems gezeigt werden (Morgan
et al., 1998).

Auf der anderen Seite existieren ebenso viele Studien, die eine starkere
Entzindungsaktivierung und Bluttraumatisierung durch Zentrifugalpumpen zeigten
(Ashraf et al., 1998; Baufreton et al., 1999; Paparella et al., 2002). Baufreton und
Kollegen (1999) erklarten sich diese Erkenntnis so, dass die pulsatile Perfusion, wie
sie die Rollerpumpen in ihrem Versuchsaufbau erzeugten, die Mikrozirkulation der
Organe besser aufrechterhalten konnte und dass es durch den nicht—pulsatilen
Blutfluss der Zentrifugalpumpen in ihrer Studie zu einer relativen Hypoperfusion vor
allem im intestinalen Bereich mit einer anschlieBend vermehrten

Endotoxinausschittung kam.

Es scheint also nicht nur die Art der Pumpe, sondern auch der von ihnen erzeugte
Blutfluss eine Rolle fur die Entstehung der Entziindungsreaktion zu spielen. Dem
pulsatilen Fluss steht dabei der unphysiologischere nicht-pulsatile Fluss gegenuber.
Durch intermittierende Beschleunigung kann ein pulsatiler Fluss erzeugt werden. Je
hoher dabei die Beschleunigung der Pumpe, desto héher ist auch der erzeugte
Perfusionsdruck (Lauterbach, 2002a). Welches Flussprofil das Beste ist, wird jedoch
kontrovers diskutiert. Durch Pulsatilitat soll die Durchgangigkeit der Kapillaren und
somit die Mikrozirkulation und Gewebedurchblutung verbessert werden. Der nicht-
pulsatile Fluss fuhrt dagegen durch eine verminderte Kapillardurchblutung zu

arterioventsen Shunts (Mischnick, 1999).

Eine Studie der TU Mlinchen konnte jedoch keinen Vorteil einer pulsatilen Perfusion
im Hinblick auf Organperfusion und Entztindungsreaktion zeigen. Es wurde sogar ein
grofReres Ausmald an Hamolyse und capillary leaks beobachtet (Voss et al., 2010).
Durch hohe Stromungsenergien ist eine Bluttraumatisierung denkbar. Weiterhin ist
der pulsatile Betrieb technisch sehr viel aufwendiger als ein nicht-pulsatiler Betrieb
und setzt eine weitlumige Kantle voraus. Es bleibt aul3erdem fraglich, ob die durch
Pumpensysteme erzeugte Pulswelle auch effektiv in den Gefal3en des Zielorgans
ankommt. Arteriosklerotische Gefaldveranderungen konnten ein Hindernis fur den

Blutstrom darstellen (Birnbaum, 2001).
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Inwieweit also die Erzeugung eines physiologischen pulsatilen Blutflusses unter EKZ
wirklich die Mikrozirkulation und Oxygenierung der Gewebe verbessert, bleibt

Gegenstand zukunftiger Forschungen.

1.4. Fragestellung

Operationen am offenen Herzen unter Verwendung der HLM sind mit dem Auftreten
einer systemischen Entzundungsreaktion assoziiert, die in Folge am haufigsten zu
pulmonaler Dysfunktion, akutem Nierenversagen und neurologischen Komplikationen
fuhrt.

In dieser Studie wurden vier verschiedene HLM-Varianten gegenibergestellt und mit
dem OPCAB-Verfahren verglichen. Hauptaugenmerk dieser Arbeit wurde auf das
Organsystem Lunge gerichtet. Hierbei sollten allgemeine Aspekte des
Pathomechanismus der Entziindungsreaktion in der Lunge genauer untersucht und
besser verstanden werden. Besonders die Veranderungen der Alveolarwandbreite
als Ausdruck einer Odembildung sowie die Anderungen der TNF-a-Freisetzung im
peribronchialen, perivaskularen und peripheren Lungengewebe sollten zum besseren
Verstandnis beitragen. Zusatzlich wurden hamodynamische Parameter (mittlerer
arterieller Druck [MAP] und Herzzeitvolumen [HZV]) sowie Laktat als

Ischamieparameter in die Untersuchungen einbezogen.

Mit Hilfe dieser Studie sollten folgende Fragen beantwortet werden kénnen:

1. Ist das OPCAB-Verfahren im Hinblick auf die Entzindungsreaktion in der

Lunge den Verfahren mit HLM wirklich Gberlegen?

2. Wenn die Verwendung einer HLM indiziert ist, bewirkt dann die Reduzierung
der Fremdoberflache auch eine geringere Aktivierung der inflammatorischen

Reaktion?

3. Wird durch die Oberflachenbeschichtung der HLM-Schlauchsysteme eine

bessere Organprotektion erreicht?
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4. Kann durch eine kontinuierliche Perfusion der Lungenstrombahn bei
Operationen mit HLM der Ischamie-Reperfusions-Schaden in der Lunge

vermindert werden?

5. Besteht ein Zusammenhang zwischen der TNF-a-Freisetzung in der Lunge,

dem pulmonalen Wassergehalt und der Alveolarwandbreite?

6. Korrelieren die lokalen Reaktionen in der Lunge auch mit dem systemisch

bestimmten Ischdmieparameter Laktat?

7. Wenn eine Operation mit HLM notwendig ist, welches Verfahren ist dann das

Beste?

In vorangegangenen Studien wurden einzelne Verfahren wie OPCAB und CPB
(Ascione et al., 2000; Wan et al., 2004), Zentrifugal- und Rollerpumpe (Baufreton
et al.,, 1999; Parolari et al., 2000), Oberflachenbeschichtung und unbeschichtete
Systeme (Gott et al., 1998; Videm et al., 1999) oder Verfahren mit bzw. ohne
Lungenperfusion (Schlensak et al., 2002; Zheng et al., 2004) gegenubergestellt.

Bislang gibt es keine Studien, die alle haufigen Verfahren miteinander vergleichen,
wie es in dem vorliegenden Studienmodell der Fall war. Aul3erdem beschrankten
sich die meisten Untersuchungen auf prd— und postoperative Werte. Dieser Versuch
dagegen umfasste 10 verschiedene Zeitpunkte der Datenerhebung und
Probenentnahme, was eine prazisere Antwort auf die Frage geben sollte, wann
genau im Operationsverlauf die starkste Aktivierung der Entziindungsreaktion

stattfand.
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2 MATERIAL UND METHODEN

Die Planung, Organisation und Durchfihrung der Versuche stand unter der Leitung
von PD Dr. med. Sven Lehmann, Oberarzt am Herzzentrum Leipzig.

2.1. Versuchstiere und Versuchsgruppen

Als Versuchstiere wurden Schweine der Deutschen Landrasse (ca. 30-40Kkg)
gewahlt, da das Schwein als Allesfresser dem Menschen hinsichtlich Anatomie und
Physiologie sehr &ahnlich ist. Es handelt sich dabei um eigens fir Tierversuche
gezlichtete Tiere aus dem Stall des Lehr- und Versuchsgutes Gro3pdsna-Oberholz
der Landwirtschaftlichen Fakultat der Universitat Leipzig. Der Tierversuchsantrag
wurde von der Landesdirektion, Freistaat Sachsen, Referat fur Veterinarmedizin,
Lebensmitteliiberwachung und Pharmazie und dem Tierschutzbeauftragten der

Universitat Leipzig genehmigt.

Jeweils 6 Schweine wurden zuféllig 5 Untersuchungsgruppen zugeordnet, deren

Unterschiede im Folgenden bestanden (s. Tabelle [Tab.] 1):
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Tab. 1: Einteilung der Versuchsgruppen

,,OPCAB* Gruppe ohne HLM

HLM mit normaler OberflachengrofRe (2956 cm?)
Rollerpumpe

»groBe HLM* .
ohne Oberflachenbeschichtung

ohne LP

kleine, fremdoberflachenreduzierte HLM (2387 cm?)
Zentrifugalpumpe

,»kleine HLM ohne LP** _
ohne Oberflachenbeschichtung

ohne LP

kleine, fremdoberflachenreduzierte HLM (2387 cm?)
Zentrifugalpumpe

,kleine HLM mit LP* .
ohne Oberflachenbeschichtung

LP mit Blut

HLM mit normaler OberflachengroéfRe (2956 cm?)
Zentrifugalpumpe

»beschichtete HLM* . _ .
mit Heparin-beschichteter Oberflache

ohne LP

Als Kontrolle dienten die direkt nach Narkoseeinleitung und Thoraxerdffnung

erhobenen Ausgangswerte aller Gruppen.

Die OPCAB-Gruppe entsprach einem Schein—Operations—Verfahren, welches eine
Operation ohne HLM darstellte. Die Tiere wurden narkotisiert, thorakotomiert und ftr
weitere 270 min in Narkose belassen. Eine Kantlierung oder eine Operation am

Herzen wurden dabei nicht durchgefuhrt.

Die Gruppen groRe HLM, beschichtete HLM und kleine HLM ohne LP waren
Verfahren ohne Lungenperfusion. In der Gruppe kleine HLM mit LP hingegen wurde

die Lunge mit 300-500 ml pro Minute (min) durchblutet.
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2.2. Aufbau der Herz—Lungen—-Maschine

Die HLM dient bei zahlreichen Herzoperationen am eréffneten, nicht schlagenden
Herzen der Aufrechterhaltung des Koérperkreislaufes und der Lungenfunktion. Dazu
wird nach Vorfillung der HLM (Priming) das gesamte vendse Blut Uber eine Zwei-
Stufen-Kanule in rechtem Vorhof und unterer Hohlvene oder Uber die getrennte
Kanulierung beider Hohlvenen passiv entlang eines hydrostatischen Druckgefélles in
ein venoses Reservoir abgeleitet. Mit Hilfe der arteriellen Blutpumpe wird das venése
Blut in einen Oxygenator geleitet, dort mit Sauerstoff angereichert und von
Kohlenstoffdioxid befreit. Zusétzlich ist hier ein Warmeaustauscher integriert, der
eine kontrollierte, protektive Abkihlung und Wiedererwarmung des Blutes ermdglicht.
Das nun mit Sauerstoff angereicherte arterielle Blut gelangt durch einen Filter, um es
von mikroembolischen Prozessen wie Luftblasen und Mikropartikeln zu befreien,
bevor es uber eine Kanule in der Aorta ascendens in den Korperkreislauf
zurlckgeleitet wird (Bock, 2002; Lauterbach, 2002a und 2002b; Lorenz und Erhardt,
2002). Die Abbildung (Abb.) 1 stellt den Aufbau einer HLM schematisch vereinfacht
dar.

Patient E—
Ventrikel- v
sauger

Filter Kardiotomie-

sauger
Reservoir
A co: O,
L Oxygenator TN &N
Pumpe
Warme-
austauscher

Abb. 1: schematischer Aufbau der Herz-Lungen-Maschine
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Es kommen zwei verschiedene arterielle Blutpumpen zum Einsatz: die Roller— und
die Zentrifugalpumpe (s. Abb. 2 und 3; Quelle It. Abbildungsverzeichnis). Die
Rollerpumpe befordert das Blut durch Okklusion des Pumpenschlauches. Die
Zentrifugalpumpe dagegen arbeitet nach einem nicht—okklusiven Verfahren mit Hilfe
von Zentrifugalkraften (Lauterbach, 2002a). In der hier vorliegenden Studie

erzeugten beide Pumpen einen kontinuierlichen, nicht-pulsatilen Blutfluss.

Abb. 2: schematische Darstellung der Abb. 3: schematische Darstellung der
Funktionsweise einer Rollerpumpe Funktionsweise einer Zentrifugalpumpe

Weitere Pumpen dienen zum Beispiel der Ventrikelentliftung oder —entlastung, der
Lungenperfusion lber die Pulmonalarterie sowie der Kardiotomiesaugung. Uber eine
zusatzliche Kanule im Bereich der Aortenwurzel kann die Kardioplegielésung zur
Erzielung eines pharmakologischen Herzstillstandes in das Herz infundiert werden
(Lauterbach, 2002a; Lorenz und Erhardt, 2002).

Zur Steuerung des Saure-Basen-Haushaltes findet die pH-stat-Messmethode
Anwendung. Dabei gelten ein arterieller Kohlenstoffdioxidpartialdruck (paCO2) von
40 mmHg und ein pH-Wert von 7,4 bei 37°C als Normalwerte. Mit sinkender
Temperatur nimmt die Loslichkeit fir Gase zu und der Partialdruck sinkt bei gleicher
Konzentration. Ein sinkender p,CO, hat einen Anstieg des pH-Wertes zur Folge.
Dem Oxygenator muss Kohlenstoffdioxid zugefuhrt werden, um den pH-Wert
konstant halten zu kdnnen. Die bei 37°C in der Blutgasanalyse ermittelten Werte fur
paCO, und pH werden im Verlauf der Operation mittels Umrechnungstabellen auf die
jeweils aktuelle Bluttemperatur korrigiert (Schelkle und Garitz, 2002).
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2.3. Versuchsdurchfuhrung

2.3.1. Anasthesie

Samtliche chirurgische Eingriffe erfolgten unter reflexfreier Allgemeinanéasthesie mit
kunstlicher Beatmung im halbgeschlossenen Kreislaufsystem (Narkosegerat CATO
der Firma Dréager). Sedierung, Einleitung, Intubation und Narkosefiihrung wurden von
Frau med. vet. Petra Broske, Veterindrmedizinerin am Herzzentrum Leipzig,

durchgefuhrt.

12 Stunden (h) vor der Operation erhielten die Tiere eine Nahrungskarenz und
Wasser ad libitum. Die Schweine wurden bereits im Stall sediert und pramediziert mit
intramuskularen Injektionen von 0,03 mg/kg KG Atropinsulfat, 2—4 mg/kg KG
Azaperon und 10 mg/kg KG Ketamin, um so stressarm wie moglich per
Transportfahrzeug ins Herzzentrum gebracht werden zu kbénnen. Zur
Narkoseeinleitung wurde dem noch sedierten Versuchstier zunéchst eine
Verweilkanile in eine Ohrvene gelegt und 4 mg/kg KG Thiopental injiziert.
Anschlieend wurde das Tier in Riickenlage auf dem Operationstisch platziert und es
erfolgte unter standiger Uberwachung der Vitalparameter die Intubation mittels
chirurgischer Tracheotomie. Zur Analgesie erhielten die Versuchstiere hierfur 0,1 mg
Fentanyl intravents. Von diesem Zeitpunkt an wurden die Tiere volumenkontrolliert
und druckreguliert mit einem positiven endexpiratorischen Druck (PEEP) von
5 mmHg und einem Zugvolumen von 300—-400 ml beatmet. Eine Muskelrelaxation
wurde mit einer intravendsen Gabe von 0,1 mg/kg KG Pancuronium erzielt. Die
kontinuierliche Beatmung mit Sauerstoff und Raumluft orientierte sich an dem
arteriellen Sauerstoffpartialdruck (p,O2) und dem p,CO,, wobei die Zielwerte flir den
pPaO2 200 mmHg und den p,CO, 40 mmHg betrugen. AnschlieRend wurden alle
notwendigen Katheter und Messsonden angelegt und platziert, was detailliert unter
2.3.2. beschrieben wird.

Unmittelbar vor Beginn der Operation wurde erneut 0,1 mg Fentanyl zur
Analgesierung intravends appliziert. Als Narkosegas diente Isofluran, welches initial
mit 1,5-2 Volumen% inhaliert wurde. Die weitere Narkoseflihrung erfolgte mit
0,5-1,5 Volumen% Isofluran (balancierte Anéasthesie). Nach Ubernahme des
Kreislaufs durch die HLM wurde die Narkosefihrung wahrend der HLM-Phase auf
eine total intraventse Anésthesie (TIVA) umgestellt mit einer kontinuierlichen

Perfusor-gesteuerten intraventsen Infusion von 25 pg/kg KG/h Fentanyl und
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0,2 mg/kg KG/h Midazolam. Bei Bedarf wurde mit 0,1 mg/kg KG Pancuronium

nachrelaxiert.

2.3.2. Monitoring

Die optimale intraoperative Uberwachung der Vitalparameter erfolgte mittels
Monitoring—System Infinity Delta der Firma Drager. Das Elektrokardiogramm (EKG)
wurde uber Klemmelektroden an den Extremitaten abgeleitet. Als Quelle zur
Bestimmung der Herzfrequenz diente die Il. Ableitung des Oberflachen-EKG’s.
AuBerdem bekam das Tier einen Blasenkatheter zur Uriniberwachung und

Uringewinnung sowie eine rektale Temperatursonde zur Temperaturkontrolle.

Das hdamodynamische Monitoring erforderte die Platzierung von zwei Messkathetern
in Seldingertechnik. Zum einen wurde im Anschluss an die offene Tracheotomie eine
Vena jugularis interna frei prapariert und ein zentraler Venenkatheter (ZVK)
eingefihrt und fixiert. Zum anderen erfolgte die Punktion der rechten Arteria
femoralis und Platzierung eines arteriellen Katheters zur Blutdruckmessung und
Entnahme von arteriellen Blutgasanalysen. Uber die Katheter konnten
computergestitzt arterieller Blutdruck, zentraler Venendruck sowie das HZV mit Hilfe
des Pulse Contour Cardiac Output (PiCCO) — Systems der Firma Pulsion Medical
Systems AG kontinuierlich abgeleitet werden.

Die Bestimmung des HZV erfolgte nach der Pulskonturanalyse. Zur Kalibrierung des
Messsystems wurde in regelmaRigen Abstanden das HZV nach dem Prinzip der
Thermodilution bestimmt. Dazu wurden 10 ml kalte Kochsalzlésung schnell
intravends Uber den ZVK injiziert. Die kalte Flussigkeit gelangte Uber rechten
Herzvorhof und Herzkammer in den Lungenkreislauf und von hier weiter zum linken
Herz und in den groRen Korperkreislauf. Eine Sonde in der Arteria femoralis
registrierte den Temperaturunterschied und zeichnete eine, vom HZV abhé&ngige
Thermodilutionskurve auf.

Alle 15 min wurden aus dem arteriellen Zugang und jede halbe Stunde aus dem ZVK
Blutproben zur Blutgasanalyse mit speziellen 2 ml Spritzen (PICO 50, Radiometer,
Kopenhagen) entnommen. Mit dem Analysator ABL 700 (Radiometer, Kopenhagen)
konnten aus dem gewonnenen Blut folgende Parameter gemessen werden: pH-Wert,
Sauerstoffsattigung, p.O2, p.CO,, Hamoglobingehalt, Hamatokrit, Laktat, Glucose,
Natrium (Na), Kalium, Calcium und Chlorid (CI).
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2.3.3. Operatives Vorgehen

Nachdem alle Katheter und Messsonden platziert waren, wurde der Thorax Uber eine
mediane Sternotomie erdffnet und umgehend alle notwendigen Ausgangswerte
(Kontrolle) erhoben. Die Versuchstiere der OPCAB-Gruppe wurden nach Erdffnung
des Perikards fir insgesamt 270 min, entsprechend der Narkosedauer der anderen
Versuchsgruppen, in Narkose belassen. Die Implantation einer HLM sowie eine
Operation am Herzen erfolgten nicht.

Bei allen anderen Gruppen wurde nach Er6ffnung des Perikards die HLM implantiert
(s. Abb. 4). Nach Vorlegen von Tabaksbeutelnahten wurde tber das rechte Herzohr
eine 28 Charriére (Ch) Zwei-Stufen-Kaniile so platziert, dass die distale Offnung in
der Vena cava inferior und die proximale Offnung im rechten Vorhof lagen. In die
Aorta ascendens wurde eine 22 Ch Kantle platziert. Die Entlastung des linken
Ventrikels erforderte eine weitere Kanule (24 Ch) im linken Vorhof. Aul3erdem wurde
zur Blutprobengewinnung und zur Lungenperfusion eine Kanile (22 Ch) in die
Pulmonalarterie implantiert. In die Aortenwurzel wurde ein Needlevent eingelegt, um

die fur den Herzstillstand bendtigte Kardioplegieldsung verabreichen zu konnen.

Aortenkanile

Kantle in der
Pulmonalarterie

Kanulierung
rechter Vorhof

Kanule im linken
Vorhof

Abb. 4: Herzkanulierung kurz vor HLM—Anschluss. Implantierung des Needlevent fir die Kardioplegie
noch nicht erfolgt.
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Die Tiere wurden fir die EKZ vollheparinisiert mit 300 IE Heparin/kg KG, wobei die
ACT einen Wert von 400 Sekunden nicht unterschreiten sollte. Nach korrekter
Platzierung aller Kantulen konnten diese mit den Schlauchen der HLM konnektiert
werden und die Maschine tbernahm den Kreislauf. Die technische Bedienung der
HLM Ubernahm Dipl.-Ing. Cris Ullmann, Kardiotechniker am Herzzentrum Leipzig.
Zu Beginn wurde die Korpertemperatur des Versuchstieres nach pH-stat-Strategie
auf 32°C (milde Hypothermie) gesenkt. Nach induziertem Kammerflimmern wurde
die Aorta proximal der arteriellen Kanile und distal des Needlevent mittels
Aortenklemme abgeklemmt. Uber den Needlevent wurde nun die Kardioplegieldsung
mit 30ml/kg KG in das Herz infundiert und somit ein Herzstillstand erzielt. Zu diesem
Zeitpunkt begann die 90—mindtige Ischamiezeit.

Das vendse, sauerstoffarme Blut wurde tber die vendse Kanile im rechten Vorhof
aus dem Korper drainiert, in der HLM oxygeniert und tber die arterielle Kanile in der
Aorta ascendens dem Korperkreislauf wieder zugefihrt. Demnach waren nun das
Herz und die Pulmonalarterie aus dem Kreislauf ausgeschlossen (s. Abb. 5; Quelle It.
Abbildungsverzeichnis). Lediglich in der Versuchsgruppe kleine HLM mit LP wurde

auch die Pulmonalarterie tGber die darin platzierte Kanule durchblutet.

Abb. 5: schematische Darstellung des Blutflusses wahrend HLM. Getrennte
Kanulierung der oberen und unteren Hohlvene statt einer Zwei-Stufen-Kanule.
Farblose Bereiche sind vom Kreislauf ausgeschlossen.
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Bei einem kontinuierlichen HLM—Flow von 2,4 I/min*m? (entspricht 100%) wurden
mittels Digitalregler der p,O, konstant bei 200 mmHg und der p,CO, bei 40 mmHg
gehalten. Wahrend der Aortenklemmzeit an der HLM erfolgte eine kontinuierliche
Ventilation der Lunge mit einem PEEP von 3 mmHg und einem Zugvolumen von
100 ml. Der MAP sollte 40 mmHg nicht unterschreiten. Nach Ablauf der 90 min
wurde die Aortenklemme gelost und es begann die Reperfusion mit
Wiedererwarmung bei gleichbleibendem Flow von 100% und einem MAP von
40 mmHg. Bei stabilen Kreislaufverhaltnissen konnten die Schweine am Ende der
Reperfusionszeit von der HLM entwdhnt und dekandliert werden. Die

Antagonisierung der Heparinwirkung erfolgte mit Protamin unter ACT-Kontrolle.

Fur insgesamt 180 min nach Offnen der Aortenklemme wurden die Tiere weiterhin in
Narkose belassen und unter kontinuierlichem Monitoring Daten analysiert und

Proben gewonnen (s. Abb. 6).

Einleitung 90 min Ischémie / 180 min Reperfusion /
Thoraxeréffnung 90 min OPCAB 180 min post-OPCAB
Anschluss HLM

Anbringen der Entfernen der
Aortenklemme Aortenklemme

Abb. 6: chronologische Darstellung des Versuchsablaufs mit HLM

2.3.4. Bluttransfusion

Das Vorfiullen der HLM mit blutfreiem Priming bewirkte eine Hamodilution mit
sinkenden Hamatokritwerten. Zu intraoperativen Volumenverlusten kam es durch
Blutverluste wahrend der Kanulierung, durch die perioperative Verdunstung von
Flassigkeit, durch haufige Blutentnahmen und relativ gesehen auch durch den Anteil
des Blutes, der sich wahrend der EKZ in den Schlauchen der HLM befand. Abhangig
von der Kreislaufsituation des Versuchstieres musste in der Reperfusionsphase eine




Material und Methoden 28

Bluttransfusion erfolgen. Das Blut stammte von Schlachtschweinen der
GrolR3schlachterei Farber & Co. in Belgern. Es wurde dort unmittelbar nach Einstich
mit einem Hohlmesser in die Halsgefale der Tiere in sterilen 1-Liter-Flaschen

aufgefangen.

Die Flaschen fir die Blutkonserven enthielten jeweils 130 ml steril gefilterten Citrat-

Puffer, der einen Tag vorher aus folgenden Komponenten hergestellt wurde:

e 26,3g NaCitrat-Dihydrat

e 3,27 g Zitronensaure-Monohydrat

e 255¢g Glukose-Monohydrat

e 251g Na-Dihydrogenphosphat-Dihydrat
e Agqua ad injectabilia ad 1000 ml

Bis zur Transfusion wurde das Blut bei 5°C aufbewahrt und durfte zum Zeitpunkt der

Transfusion nicht alter als 5 Tage sein.

Obwohl Schweine ebenfalls verschiedene Blutgruppen haben, sind die Titer der
naturlichen Blutgruppen—Antikdrper meist so niedrig, dass keine oder nur geringe
Reaktionen bei der ersten Bluttransfusion ausgelost werden (Gasthuys und De Moor,
2004). Dennoch sollte eine Kreuzprobe mit dem Blut des Versuchstieres direkt vor
jeder Bluttransfusion eventuelle Agglutinationsreaktionen ausschlieRen, was im
vorliegenden Versuch auch immer so durchgefiihrt wurde. Positive Agglutinationen

im Kreuzblut wurden dabei aber nicht beobachtet.

2.3.5. Ende des Versuches

Am Ende der 180 min Nachbeobachtungszeit wurde bei den noch tief narkotisierten
Tieren der schmerzfreie Tod durch die intrakardiale Gabe von 4—6 ml / 50 kg KG T61
(Kombinationspraparat aus 200 mg Embutramid, 50 mg Mebezonium und 5 mg
Tetracain je ml) herbeigefiihrt. Nach Entfernung aller Katheter, Messsonden und
Elektroden erfolgte die Entsorgung der Tiere Uber die Veterindrpathologie der

Universitat Leipzig.
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2.4. Probenentnahme

Zu 10 verschiedenen Zeitpunkten wurden Lungenbiopsien entnommen (s. Abb. 7
und Tab. 2):

Einleitung 90 min Ischamie /
Thoraxer6ffnung 90 min OPCAB
Anschluss HLM

180 min Reperfusion /
180 min post-OPCAB

Abb. 7: zeitliche Darstellung der Biopsieentnahme

Tab. 2: Biopsiezeiten bei Operationen mit HLM und die entsprechenden Zeitpunkte bei der OPCAB-
Gruppe

Versuchsgruppen mit HLM OPCAB-Gruppe

1 Ausgangsbefund / Kontrolle Ausgangsbefund / Kontrolle
2 30 min Ischamiezeit 30 min OPCAB

3 60 min Ischamiezeit 60 min OPCAB

4 90 min Ischamiezeit 90 min OPCAB

5 30 min Reperfusion 30 min post-OPCAB

6 60 min Reperfusion 60 min post-OPCAB

7 90 min Reperfusion 90 min post-OPCAB

8 120 min Reperfusion 120 min post-OPCAB

9 150 min Reperfusion 150 min post-OPCAB

10 180 min Reperfusion 180 min post-OPCAB
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Die 10 Biopsien mussten fir mindestens 24 h in 4%igem Formalin (nach Lillie) fixiert
werden, bevor sie fur die histologischen Untersuchungen aufbereitet werden
konnten. Zusatzlich zur ersten und letzten Biopsie wurde eine grofRere
Lungengewebsprobe entnommen, bei der nativ Nass- und Trockengewicht bestimmt

wurden.

2.5. Postoperative Untersuchungen

2.5.1. Bestimmung von Nass- und Trockengewicht der Proben

Um den pra- und postoperativen Wassergehalt der Lunge zu bestimmen, wurde
jeweils vor Anschluss an die HLM bzw. vor Beginn des OPCAB-Verfahrens und am
Ende des Versuches eine Lungengewebsprobe entnommen. Nach sofortiger
Bestimmung des Nassgewichtes wurde die Probe fur 24 h bei 60°C im
Warmeschrank getrocknet, um anschlieend das Trockengewicht bestimmen zu
kénnen. Aus beiden Werten konnte der prozentuale Wassergehalt der Lunge mit

folgender Formel errechnet werden:
100 — (Trockengewicht x 100 + Nassgewicht)

Die Differenz aus den ermittelten pra— und postoperativen Werten gab Aufschluss
dariiber, ob es intraoperativ zu einem Lungenddem kam, ob der Wassergehalt der

Lunge abgenommen hatte oder aber gleichbleibend war.

2.5.2. Histologie

Die in 4%igem Formalin fixierten Proben wurden fur die histologische Untersuchung
in Paraffin eingebettet (Einbettautomat Tissue-Tek, VIP). Aus den Paraffinblocken
wurden mit Hilfe des Microtoms (MICROM HM 400) 5 um schmale Schnitte gefertigt,

auf Objekttragern fixiert, tber Nacht im Warmeschrank getrocknet und archiviert.
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2.5.2.1. Verwendete Losungen, Puffer und Antikérper

Tab. 3: Ubersicht und Zusammensetzung verwendeter Chemikalien und Antikérper

Chemikalie Konzen-|Zusammensetzung / Hersteller
tration
Formalinlésung nach Lillie |4% 200 ml Formalin (ca. 37%iQ)
9 g NaH,PO, x 2 H,0
16,2 g Na,HPO,
ad 2 | aqua dest.
pH=6,8-7,2
Hamalaun nach MAYER Firma MERCK
Eosin G Firma MERCK
Tris-buffered saline (TBS) |10-fach |0,5 M Tris-HCI-L6sung (60,57 g Tris auf
1 | aqua dest.)
1,5 M NaCl-Lésung (87 g NaCl)
pH=7,6
1-fach 100 ml TBS 10-fach auf 1 | aqua dest.
pH =7
Natrium—Citrat 0,1M 29,41 g auf 1 | aqua dest.
pH=06
0,01 M |100 ml von NaCitrat 0,1 M auf 1l aqua dest.
Milch/TBS 4% 1 ml TBS 1-fach + 40 mg Milchpulver
1% 500 ml TBS 1-fach + 5 g Milchpulver

TNF-a —Antikdrper (AK)

TNF-a (N-19), sc-1350, goat polyclonal
Immunglobulin G (IgG),
Santa Cruz Biotechnology, Inc., USA

. Anti-goat IgG (whole molecule)-
sekundarer AK Peroxidase, produced in rabbit,
Sigma, USA
3-Amino-9-Ethylcarbazol- AEC + High Sensitivity Substrate
Chromogen,

(AEC)—Féarbung

Dako, Deutschland/USA
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2.5.2.2. Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE-Féarbung)

Von jeder Gewebeprobe (pro Versuchstier 10 Biopsien) wurde zur Ubersicht die
klassische HE-Farbung als Routinefarbemethode der Histologie entsprechend
nachfolgendem Farbeprotokoll durchgefuhrt (s. Tab. 4). Die Schnitte durchliefen
nach dem Entparaffinisieren in Xylol eine absteigende Alkoholreihe (100%, 96%,
70%, 50%). Nach der Farbung mit Hamalaun und Blauen in Leitungswasser folgte
die Eosinfarbung. Zum Entwassern der Schnitte durchliefen diese nun eine
aufsteigende Alkoholreihe (70%, 96%, 100%) und wurden direkt nach dem Bad in
Xylol mit Entellan eingedeckelt. Der Farbstoff Hamalaun farbt basophile Strukturen,
insbesondere die DNS im Zellkern, blau. Durch den Farbstoff Eosin werden vor allem
azidophile Strukturen wie Zytoplasmaproteine rot gefarbt (Schiebler und Schmidt,
2003a).

Tab. 4: Protokoll der durchgefiihrten HE-Férbung

1. Entparaffinisieren 10 min Xylol 1
3 min Xylol 2
2. Waschen je 3 min 100%, 96%, 70%, 50% Ethanol
3. Rehydrieren 2 min aqua dest.
4. Kernfarbung 10 min Hamalaun
5. Blauen 15 min Leitungswasser
6. Spilen wenige Sekunden | 0,1% Salzsaure
7. Gegenfarbung 5 min Eosin G wassrig (0,25%)
8. Spulen 1 min aqua dest.
9. Dehydrieren je 2 min 70%, 96%, 100% Ethanol
je 3min Xylol 1 und Xylol 2

Eindeckeln

Entellan
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2.5.2.3. Immunhistochemie

Zum Nachweis von TNF-a im Gewebe wurde die indirekte Methode der
Immunhistochemie gewahlt. Nach Vorbereiten der Proben gemald dem Protokoll in
Tab. 5 wurde ein aus Ziegen gewonnener, spezifisch gegen das zu untersuchende
Antigen reagierender, primarer AK (polyklonaler Ziege-anti-TNF-a-AK, Santa Cruz
Biotechnology, Inc.) in einer Verdiinnung von 1:200 auf die Proben aufgebracht. Im
nachsten Schritt wurde ein ebenfalls 1:200 verdinnter sekundarer AK (Kaninchen-
anti-Ziege-lgG-AK, Sigma) aufgetragen, der nach Bindung an den Fc-Teil des

Primar-AK durch den Farbstoff AEC sichtbar gemacht werden konnte. TNF-a-positive

Areale stellten sich nach der Farbung kréaftig rot dar.

Tab. 5: Protokoll der durchgefiihrten Immunhistochemie zum Nachweis von TNF-a

1. Entparaffinisieren 3x10min | Xylol

2. Waschen 3 X5 min 100%, 96%, 70% Ethanol

3. Rehydrieren 1 x5 min agua dest.

4. Waschen 1 x10 min TBS 1-fach

5. Permeabilisieren 30 min in NaCitrat 0,01 M bei 800 W in
Mikrowelle

6. Abkihlen 30 min im Behalter stehen lassen bei
Raumtemperatur (ca. 20°C)

7. Waschen 2 x 10 min TBS 1-fach

8. Blocken 1h 4% Milch/TBS bei Raumtemperatur

9. Priméarer AK anti-TNF-a Uber Nacht |in Feuchtkammer bei
Klhlschranktemperatur (ca. 4°C)

10. Aufwarmen 1lh bei Raumtemperatur

11. Waschen 3 X5 min 1% Milch/TBS

12. Sekundéarer AK anti-goat |1 h bei Raumtemperatur

13. Waschen 2 X5 min TBS 1-fach

14. AEC-Farbung 20 min bei Raumtemperatur

15. Waschen 2 X5 min aqua dest.

16. Eindeckeln Glycerol Gelatine (vorgewarmt)
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2.5.3. Bildauswertung

Die histologischen Praparate wurden unter dem Lichtmikroskop Axioplan 2 der Firma
Zeiss betrachtet. Vor jeder Benutzung des Mikroskops wurde die Beleuchtung nach
K6hler neu justiert. Die integrierte Kamera (Axio Cam MRc 5) ermdglichte das
Fotografieren der auszuwertenden Bereiche im Praparat. In jede Fotografie wurde
mit Hilfe des Programms Axio Vision Release 4.6.3 (04/2007; Carl Zeiss Imaging) ein
einheitlicher Mal3stab projiziert. Die weitere Auswertung der Fotos erfolgte mit dem

Programm SigmaScan Pro Version 5.

HE—gefarbte Objekttrager wurden in 100-facher VergroéRerung (100x / 1,30 oil) mit
Immersionsdl (Immersol 518F, Zeiss) betrachtet und pro Préaparat 20 beliebige
Alveolarwande abfotografiert. Die Alveolarwandbreite wurde an einer gut
abgrenzbaren, mdglichst schmalen Stelle im Gesichtsfeld nahe eines Zellkerns des
Pneumozyten Typ | ermittelt (s. Abb. 8). Dies sind schmale, flach ausgezogene
Zellen, die 95% der Alveolaroberflache auskleiden und einen wesentlichen
Bestandteil der Blut-Luft-Schranke darstellen. Pneumozyten vom Typ Il hingegen
sind grol3ere Zellen, die sich eher in den Nischen der Alveolen befinden und
Sekretgranula enthalten. lhre Hauptaufgabe ist die Surfactantbildung und

-freisetzung (Bungeroth, 2005).
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ALVEOLUS

pum
Pneumozyt

Typ Il

¥ :
¥~ Anschnitt einer

ALVEOLUS Kapillare

Messbereich fir
Alveolarwandbreite

ALVEOLUS Zellkern eines
Typ I-Pneumozyt

Abb. 8: Lungenalveolen in HE-Farbung, 100-fache Vergrof3erung

Die immunhistologischen Praparate wurden in 40-facher VergroR3erung (40x / 0,75)
ausgewertet. Dazu wurde der Objekttrdger zunachst nach Anschnitten von
Bronchialasten und GefalRen abgesucht, um eine Differenzierung der TNF-a-
Freisetzung nach peribronchial, perivaskular und peripher mit je 5 digitalen
Aufnahmen des betreffenden Lungengewebes vorzunehmen (s. Abb. 9).

Als peribronchiales Gewebe wurde in dieser Studie ein Gesichtsfeld mit einem
maximalen Abstand zum angeschnittenen Bronchialast von < 200 ym festgelegt.
Perivaskulares Gewebe wurde ebenfalls nur in einer Entfernung von < 200 ym zum
GefalRanschnitt ausgewertet. Lungengewebe, in dessen Umgebung (= 500 ym) sich

mikroskopisch kein Gefald oder Bronchialast befand, wurde als peripher definiert.
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Abb. 9: perivaskulares (links) und peribronchiales (rechts) Lungengewebe, TNF-a-Immunhistochemie,
AEC-Farbung, 20-fache Vergroflierung

Wie Abb. 10 zeigt, stellte sich TNF-a-positives Gewebe kraftig rot dar und wurde im
prozentualen Anteil zum Gesamtlungengewebe pro Gesichtsfeld analysiert und

angegeben (Angabe in %).
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Abb. 10: TNF-a-positives Lungengewebe, AEC-Farbung, 40-fache Vergrolierung
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2.6. Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Programm SPSS 13.0 (Statistical
Package for Social Sciences). Ein signifikanter Unterschied wurde mit einer

Wabhrscheinlichkeit von p < 0,05 angenommen.

Die Studie beinhaltete 5 unabhangige Gruppen mit jeweils 6 Versuchstieren und
Messwerte zu jeweils 10 verschiedenen Zeitpunkten entsprechend den
Lungenbiopsien. Zum Vergleich der einzelnen Gruppen miteinander wurden mithilfe
des Programms SYSTAT 11.0 (Systat Software GmbH, Erkrath, Deutschland)
univariate (ANOVA) und multivariate Varianzanalysen (MANOVA) durchgefihrt

gefolgt von einem post-hoc t-Test.

Die grafische Darstellung und weitere Auswertung erfolgte mit dem Programm
SigmaPlot Version 10 (Systat Software GmbH, Erkrath). Die Ergebnisse dieser
Studie sind jeweils als Mittelwert (MW) mit dazugehoériger Standardabweichung des
Mittelwertes (SEM) in Balkendiagrammen dargestellt. Um Zusammenhange
zwischen den einzelnen Parametern aufzeigen zu kdénnen, wurden 3D—-Scatterplots
angefertigt sowie mit Hilfe des Programms OriginPro 7 (OriginLab Corporation,
Northampton, Massachusetts, USA) lineare Regressionsanalysen durchgefihrt.
Dabei wurde ab einem Korrelationskoeffizient (r) von 0,5 ein mittlerer linearer
Zusammenhang und ab einem r > 0,8 ein stark linearer Zusammenhang

angenommen.
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3 ERGEBNISSE

3.1. Versuchsdurchfuhrung

3.1.1. Versuchsgruppen

Die Versuchsgruppen waren im Hinblick auf Anzahl der Tiere, Korperlange,
Korpergewicht sowie Versuchsablauf vergleichbar. In die Auswertung wurden fr
jede Gruppe 6 Versuchstiere einbezogen. Tiere, die zu Beginn der Versuchsreihe zur
Optimierung der Implantationsverfahren der HLM und Messsensoren dienten,
wurden aus der Wertung ausgeschlossen (n=4). Ein Tier verstarb vorzeitig, ein
weiteres musste noch vor Beginn der Operation reanimiert werden. Ein Schwein
konnte aufgrund von Rechtsherzversagen nicht von der HLM entwdhnt werden. Auch

diese Tiere wurden nicht in die Ergebnisse einbezogen.

Das durchschnittliche Kérpergewicht der Versuchstiere lag bei 34,91 kg + 0,88 kg.
Die Mittelwerte der einzelnen Gruppen waren nicht signifikant unterschiedlich. Die
durchschnittliche Korperlange von 123,06 cm + 1,99 cm wies ebenfalls keine

signifikanten Gruppenunterschiede auf.

3.1.2. Versuchsablauf

Alle Operationen, die in die Ergebnisse einbezogen wurden, verliefen nach Plan. Die
Katheter, Messsonden und Kanulen konnten problemlos platziert werden. Das
chirurgische Vorgehen entsprach dem bei herzchirurgischen Eingriffen mit EKZ

ublichen Verfahren.



Ergebnisse 39

3.1.3. Anasthesie

Alle Versuchstiere erhielten das gleiche Anasthesieverfahren mit mdglichst gleichen
Beatmungsparametern, um einen Einfluss der Anasthesie und Beatmung auf die
verschiedenen Gruppen ausschlielen zu konnen. Dabei waren wéahrend des
gesamten Versuches die Werte flr p,O, und p,CO, in der Blutgasanalyse nicht
wesentlich von den Zielwerten (paO, = 200 mmHg und p,CO, = 40 mmHQ)

abweichend.

3.2. Kontrollwerte

Als Kontrolle dienten alle Ausgangsbefunde, die unmittelbar nach Eréffnung des
Thorax erhoben wurden. Die folgende Tabelle (Tab. 6) gibt lediglich einen
orientierenden Uberblick tiber die jeweiligen Mittelwerte der Ausgangsbefunde aller
Gruppen. Mogliche Gruppenunterschiede werden im Folgenden bei der

Einzeldarstellung der entsprechenden Parameter erlautert.

Tab. 6: Ubersicht aller Kontrollwerte (Angabe als MW und SEM aller Gruppen)

MAP [mmHg] 50,00 + 1,02
HZV [I/min] 3,32 + 0,12
Laktat [mmol/I] 4,12 =+ 0,35
Pulmonaler Wassergehalt [%] 81,20 £+ 0,57
Alveolarwandbreite [um] 243 + 0,10
TNF-a-positives Lungengewebe peribronchial [%] | 1,09 + 0,05
TNF-a-positives Lungengewebe perivaskular [%] | 1,18 =+ 0,06
TNF-a-positives Lungengewebe peripher [%0] 1,19 <+ 0,07
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3.3. Himodynamische Parameter

3.3.1. Mittlerer arterieller Druck

Die Betrachtung des MAP diente der Beurteilung einer ausreichenden Perfusion
wahrend der Operation (OP). Die Ausgangswerte waren in allen Versuchsgruppen
vergleichbar. Insgesamt betrachtet wurden fiir alle Gruppen MAP-Werte mit geringen
Schwankungen zwischen ca. 50 und 65 mmHg registriert (s. Abb. 11). Ein MAP von
45 mmHg wurde zu keiner Zeit unterschritten. Die univariate und multivariate
Varianzanalyse bestétigten lediglich signifikante Unterschiede im zeitlichen Verlauf
(p<0,05). Wesentliche signifikante Gruppenunterschiede bestanden nicht. Nach
180 min Reperfusion konnten im Vergleich zum Ausgangswert (Kontrolle) fir alle
Gruppen aul3er kleine HLM mit LP signifikant hdhere MAP-Werte verzeichnet werden
(p<0,05). Signifikante Unterschiede der Gruppen mit HLM im Vergleich zur OPCAB-

Gruppe konnten jedoch nicht gezeigt werden.
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Abb. 11: vergleichende Darstellung der Veranderungen des MAP (mmHg) aller Gruppen im zeitlichen
Verlauf der Operation (s.a. Tab.8)
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3.3.2. Herzzeitvolumen

Bei Betrachtung des HZV als hdmodynamischem Parameter fir eine suffiziente
Perfusion stellte sich, bei vergleichbaren Ausgangswerten, in der univariaten Analyse
ein signifikanter Unterschied im zeitlichen Verlauf dar (p<0,001), der durch die
Gruppe relevant beeinflusst wurde (p<0,05). In der multivariaten Analyse konnte
dieses Ergebnis nicht bestatigt werden. Hier ergaben sich im Hinblick auf Verlauf und

Gruppenbeeinflussung keine statistisch relevanten Unterschiede.

In der graphischen Darstellung (s. Abb. 12) zeigte sich ab dem Zeitpunkt 60 min
Reperfusion in der Gruppe grofe HLM ein tendenzieller aber nicht signifikanter
Anstieg des HZV auf 4,13 £ 0,38 I/min mit nahezu gleichbleibend hohen Werten bis
zum Versuchsende (4,55 + 0,47 I/min bei 180 min Reperfusion). Das HZV der
Gruppe, die mit kleiner HLM ohne LP operiert wurde, ndherte sich am Ende des
Versuches diesen hoheren Werten der Gruppe grof3e HLM an (4,63 £ 0,41 I/min bei
180 min Reperfusion). Ein signifikanter Unterschied beider eben genannter Gruppen
zur OPCAB-Gruppe bestand jedoch aufgrund der grof3en Streuung der Ergebnisse
nicht. Das HZV der anderen 3 Gruppen blieb Uber den gesamten Zeitraum relativ
konstant im Bereich von ca. 3,3 — 3,7 I/min mit leichten Schwankungen.
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Abb. 12: vergleichende Darstellung der Veranderungen des HZV (I/min) aller Gruppen im zeitlichen
Verlauf der Operation (s.a. Tab.9)

3.4. Laktat als Ischamieparameter

Zu Versuchsbeginn wurden in den einzelnen Gruppen Kkeine einheitlichen
Ausgangswerte fur Laktat registriert. Im zeitlichen Verlauf der Operation zeigten sich
in der multivariaten Analyse signifikante Unterschiede (p<0,01), die zusatzlich eine

deutliche Gruppenabhéngigkeit (p<0,01) aufwiesen.

Wahrend die Laktatwerte der OPCAB-Gruppe Uber die gesamte Dauer des
Versuches auf konstant niedrigem Niveau bei durchschnittlich 2,6 mmol/l blieben,
stiegen sie bei fast allen Gruppen mit HLM bereits ab der Ischamiephase an, um am
Ende der OP Hochstwerte zu erzielen (s. Abb 13). Lediglich bei den Versuchstieren
der Gruppe beschichtete HLM konnte nach 180 min Reperfusion weder ein
signifikanter Unterschied der Laktatkonzentration zum Ausgangswert (Kontrolle),

noch zur OPCAB-Gruppe festgestellt werden.
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Die Gruppe, die mit grol3er HLM operiert wurde, erreichte am Ende der OP die
hochsten Laktatwerte (10,37 £ 2,81 mmol/l [180 min Reperfusion]) bei einer
signifikanten Anderung (p<0,05) zum Ausgangswert (5,18 + 0,99 mmol/l) von (ber
100%. Zudem bestand bei dieser Gruppe ab der Ischamiephase zu jeder Zeit ein
signifikanter Unterschied (p<0,05) zur OPCAB-Gruppe.

Bei beiden Gruppen, die mit der kleinen HLM operiert wurden, zeigten sich im OP-
Verlauf statistisch relevante Anstiege der Laktatkonzentrationen. Nach 180 min
Reperfusion konnten fur beide Gruppen signifikant hohere Werte als zu Beginn der
OP (Kontrolle) und auch signifikant hohere Laktatkonzentrationen als bei der
OPCAB-Gruppe verzeichnet werden (p<0,05). In der Gruppe kleine HLM mit LP stieg
die Laktatkonzentration nach 180 min Reperfusion auf 10,22 + 2,57 mmol/l an, was
sogar fast eine Vervierfachung im Vergleich zum Ausgangswert darstellte.
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Abb. 13: vergleichende Darstellung der Verédnderungen der Laktatkonzentration (mmol/l) aller
Gruppen im zeitlichen Verlauf der Operation (s.a. Tab.10). Zur vereinfachten Ubersicht sind lediglich
die Signifikanzen p < 0,05 vs. OPCAB (*) in die Grafik eingetragen.
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3.5. Nass- und Trockengewicht des Lungengewebes

Prinzipiell unterschieden sich die pra- und postoperativen pulmonalen Wassergehalte

gruppenabhéngig (p<0,05), allerdings nur geringfiigig.

Das Balkendiagramm (s. Abb. 14) stellt die Ergebnisse fur die verschiedenen
Gruppen dar. Wahrend es in der OPCAB-Gruppe zu keiner signifikanten Anderung
des Wassergehaltes im Lungengewebe kam, zeigte sich dagegen eine signifikante
postoperative Zunahme des Wassergehaltes unter Verwendung der kleinen HLM
ohne LP (83,71 + 1,03%) sowie fur die Gruppe beschichtete HLM (84,64 + 1,22%)
(p<0,05). Bei den Versuchstieren, die mit der gro3en HLM operiert wurden, liel3 sich
postoperativ eine signifikante Abnahme des pulmonalen Wassergehaltes auf
76,33 £ 1,86% nachweisen (p<0,05). Bei dem Verfahren kleine HLM mit LP kam es
zu keiner statistisch relevanten Veranderung des pulmonalen Wassergehaltes.

Stellt man die Gruppen mit HLM dem OPCAB-Verfahren gegeniber, so konnten

keine signifikanten Unterschiede gezeigt werden.
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Abb. 14: vergleichende Darstellung der Veranderungen des pré- und postoperativen pulmonalen
Wassergehaltes (%) aller Gruppen (s.a. Tab.11)
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3.6. Breite der Alveolarwande

Fur die Alveolarwandbreite ergaben die uni- und multivariaten Varianzanalysen
signifikante Anderungen in Abhangigkeit von der Zeit (p<0,01). Ein signifikanter
Einfluss der Gruppe auf den zeitlichen Verlauf konnte nur in der univariaten Analyse
(p<0,05), jedoch nicht in der multivariaten Analyse demonstriert werden.

Abb. 15 zeigt die Alveolarwandbreiten aller Gruppen uUber den Verlauf der OP.
Lediglich fur die Gruppe beschichtete HLM konnte im Vergleich zum Kontrollwert
eine signifikante Zunahme der Alveolarwandbreite (p<0,05) ab 60 min Ischamiezeit
bis zum Zeitpunkt 150 min Reperfusion (2,81 + 0,10 um) gezeigt werden. Nach
150 min Reperfusion bestand fir die Gruppe beschichtete HLM auch ein signifikanter
Unterschied im Vergleich zum OPCAB-Verfahren (p<0,05). In allen anderen Gruppen
kam es aufgrund von groBer Streuung zu keinen signifikanten Anderungen der

Alveolarwandbreite im Operationsverlauf.
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Abb. 15: vergleichende Darstellung der Veranderungen der Alveolarwandbreite (um) aller Gruppen im
zeitlichen Verlauf der Operation (s.a. Tab.12)
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Auf den Abbildungen 16 und 17 sind Alveolarwande von Versuchstieren der OPCAB-
Gruppe in HE-Féarbung und 100-facher Vergrol3erung zu sehen (Abb. 16 Kontrolle,
Abb. 17 nach 180 min post-OPCAB). Es ist keine Anderung der Alveolarwandbreite

erkennbar.

el

Abb. 16: Alveolarwande in HE-Farbung, 100-fache Vergrdf3erung,
OPCAB, Ausgangsbefund (Kontrolle)

Abb. 17: Alveolarwadnde in HE-Farbung, 100-fache VergréRerung,
OPCAB, Zeitpunkt 180 min post-OPCAB
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Die folgenden Abbildungen zeigen Alveolarwande der Gruppe beschichtete HLM in
HE-Farbung und 100-facher Vergréf3erung. Auf Abb. 18 ist eine schmale
Alveolarwand als Ausgangsbefund (Kontrolle) zu sehen. Abb. 19 zeigt deutlich

verbreiterte Alveolarwande zum Zeitpunkt 150 min Reperfusion.

E

—

Abb. 18: Alveolarwand in HE-Farbung, 100-fache Vergrof3erung,
beschichtete HLM, Ausgangsbefund (Kontrolle)

Abb. 19: Alveolarwadnde in HE-Farbung, 100-fache VergréRerung,
beschichtete HLM, Zeitpunkt 150 min Reperfusion
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3.7. Pulmonale TNF-a-Freisetzung

3.7.1. Peribronchiale TNF-a-Freisetzung

Bei der Auswertung des peribronchialen TNF-a-positiven Gewebes fielen zunachst
unterschiedliche Ausgangswerte auf. Die Varianzanalysen konnten zeitabhangige
Anderungen der peribronchialen TNF-a-Freisetzung zeigen (p<0,01), die signifikant
durch die Gruppe beeinflusst wurden (p<0,01). Die multivariate Analyse ergab bei
einem p=0,05 eine Signifikanz fur den Gruppeneinfluss auf den Verlauf der
Ergebnisse. Die Abb. 20 zeigt die Ergebnisse im Balkendiagramm.

Fur die OPCAB-Gruppe blieb der Anteil des peribronchialen TNF-a-positiven
Gewebes Uber die gesamte OP-Zeit weitestgehend konstant niedrig. In allen
Gruppen, die mit HLM operiert wurden, konnte ab dem Beginn der Reperfusion ein
signifikanter Anstieg der peribronchialen TNF-a-Freisetzung verzeichnet werden. Die
Werte waren ab 30 min Reperfusion bis zum Ende des Versuches signifikant hoher
als der Ausgangswert (p<0,05).

Beim Einsatz der kleinen HLM zeigten sich fur beide Gruppen (mit und ohne LP) mit
Beginn der Reperfusion sowie nach 150 und 180 min Reperfusion signifikant hdhere
Werte als beim OPCAB-Verfahren (p<0,05) mit einem Anteil an peribronchialem
TNF-a-positiven Gewebe nach 180 min Reperfusion von 1,93 + 0,18% in der Gruppe
kleine HLM ohne LP und 1,71 £ 0,11% in dem Verfahren mit LP.

In der Gruppe grofe HLM stieg der Anteil des peribronchialen TNF-a-positiven
Gewebes nach 30 min Reperfusion zunachst signifikant an (p<0,05), erreichte nach
120 min Reperfusion sein Maximum (2,01 + 0,14 %) und fiel zum Ende der OP
wieder ab auf 1,26 + 0,13%, so dass nach 180 min Reperfusion keine signifikant
hoheren Werte als beim OPCAB-Verfahren gezeigt werden konnten.

In der Gruppe beschichtete HLM lieRen sich im OP-Verlauf nur geringe Anderungen
der peribronchialen TNF-a-Freisetzung erkennen, die im Vergleich zum OPCAB-

Verfahren zu keiner Zeit signifikant unterschiedlich waren.
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Abb. 20: vergleichende Darstellung der Veranderungen des peribronchialen TNF-a-positiven
Lungengewebes (%) aller Gruppen im zeitlichen Verlauf der Operation (s.a. Tab.13). Zur
vereinfachten Ubersicht sind lediglich die Signifikanzen p < 0,05 vs. OPCAB (*) in die Grafik
eingetragen.

Die folgenden beiden Abbildungen zeigen Alveolen der Gruppe kleine HLM ohne LP
in 40-facher VergrofRerung in AEC-Féarbung nach immunhistochemischer Markierung
von TNF-a. Kraftig rot gefarbte Bereiche sind als TNF-a-positiv definiert.

Abb. 21 stellt den Ausgangsbefund dar (Kontrolle) mit wenig kraftig rot gefarbten
Arealen. Auf Abb. 22 (nach 180 min Reperfusion) dagegen ist eine deutliche

Zunahme der TNF-a-positiven Bereiche erkennbar.
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Abb. 21: peribronchiale Lungenalveolen, TNF-a-Immunhistochemie,
AEC-Farbung, 40-fache VergroRerung, kleine HLM ohne LP,
Ausgangsbefund (Kontrolle)

Abb. 22: peribronchiale Lungenalveolen, TNF-a-Immunhistochemie,
AEC-Farbung, 40-fache VergroBerung, kleine HLM ohne LP,
Zeitpunkt 180 min Reperfusion
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3.7.2. Perivaskulare TNF-a-Freisetzung

Die statistische Analyse der Werte fiur den Anteil des TNF-a-positiven
Lungengewebes im perivaskuldren Bereich ergab in der uni- und multivariaten
Analyse signifikante Unterschiede im zeitlichen Verlauf der OP (p<0,001), die zudem
durch die Zugehorigkeit zu einer bestimmten Gruppe statistisch relevant beeinflusst
wurden (p<0,05). Die Ausgangswerte aller Gruppen waren signifikant

unterschiedlich.

Bei Betrachtung der einzelnen Gruppen (s. Abb. 23) zeigte die Gruppe, die mit dem
OPCAB-Verfahren operiert wurde, konstant niedrige Werte fir TNF-a im
perivaskularen Lungengewebe lber den gesamten OP-Verlauf. Die Verwendung
einer HLM fuhrte in all diesen Gruppen ab dem Beginn der Reperfusion zu einer
signifikanten Zunahme des perivaskularen TNF-a-positiven Gewebes mit einem
signifikanten Unterschied zum Ausgangswert (p<0,05) ab 30 min Reperfusion bis
zum OP-Ende.

In der Gruppe grof3e HLM fiel jedoch der Anteil des perivaskularen TNF-a-positiven
Lungengewebes ab 120 min Reperfusion wieder ab und erreichte am Ende des
Versuches Werte von 1,44 + 0,07%. Im Vergleich zur OPCAB-Gruppe lagen bis auf
einen Zeitpunkt (60 min Reperfusion) keine signifikanten Unterschiede vor.

Beim Verfahren mit der beschichteten HLM konnte ein &hnlicher Verlauf der
perivaskularen TNF-a-Freisetzung beobachtet werden, jedoch mit insgesamt
niedrigeren Werten. Ein signifikanter Unterschied zur OPCAB-Gruppe lag zu keiner
Zeit vor.

Unter Verwendung der kleinen HLM (mit und ohne LP) kam es im zeitlichen Verlauf
zu einer stetigen Zunahme des perivaskularen TNF-a-positiven Lungengewebes auf
Werte von 2,09 £ 0,19% (kleine HLM ohne LP) und 1,81 + 0,13% (kleine HLM mit
LP) am Ende der OP. Nach 150 und 180 min Reperfusion waren die Werte beider
Gruppen signifikant hoher (p<0,05) als in der OPCAB-Gruppe.
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Abb. 23: vergleichende Darstellung der Verdnderungen des perivaskuldren TNF-a-positiven
Lungengewebes (%) aller Gruppen im zeitlichen Verlauf der Operation (s.a. Tab.14). Zur
vereinfachten Ubersicht sind lediglich die Signifikanzen p < 0,05 vs. OPCAB (*) in die Grafik
eingetragen.
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3.7.3. Periphere TNF-a-Freisetzung

Die uni- und multivariate Analyse ergaben statistisch relevante Unterschiede des
TNF-a-positiven Lungengewebes in der Peripherie im Hinblick auf die verschiedenen
Biopsiezeitpunkte (p<0,001) bei einer gleichzeitig deutlichen Gruppenabhangigkeit
(p<0,01).

Die vergleichende grafische Darstellung aller Gruppen liefert Abb. 24. Die
Ergebnisse fir die OPCAB-Gruppe wiesen Uber den gesamten OP-Verlauf nur
geringe Schwankungen im Anteil des peripheren TNF-a-positiven Lungengewebes
ohne statistische Relevanz auf.

Die Gruppen kleine HLM mit LP und ohne LP verhielten sich im Hinblick auf die

periphere TNF-a-Freisetzung weitestgehend gleichsinnig mit einer Zunahme des
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TNF-a-positiven Lungengewebes ab der Reperfusionsphase bis auf Hochstwerte von
2,27 £ 0,19% (kleine HLM ohne LP) und 1,98 + 0,17% (kleine HLM mit LP) nach
120 min Reperfusion. Signifikante Unterschiede zum Ausgangswert konnten lediglich
fur die Gruppe ohne LP ab 30 min Reperfusion bis zum Ende der OP gezeigt
werden. Beim Verfahren kleine HLM mit LP lag eine zu grof3e Streuung der Werte
vor. Nach 150 min Reperfusion waren die Anteile des peripheren TNF-a-positiven
Lungengewebes beider Gruppen signifikant hoher als in der OPCAB-Gruppe
(p<0,05).

Unter Verwendung der groRen HLM stiegen die Werte fur peripheres TNF-a-positives
Lungengewebe signifikant zum Ausgangswert (p<0,05) ab 30 min Reperfusion
zunéchst an und fielen zum Ende der OP wieder etwas ab auf 1,40 + 0,12%. Ein
signifikanter Unterschied zu den Ergebnissen der OPCAB-Gruppe konnte bis auf
einen Zeitpunkt (p<0,05 nach 60 min Reperfusion) nicht festgestellt werden.

Die Gruppe, die mit der beschichteten HLM operiert wurde, fihrte nur zu einer
geringen Erhéhung der peripheren TNF-a-Freisetzung. Die Werte fielen nach
180 min Reperfusion wieder auf 1,18 + 0,2%, &ahnlich den Werten der OPCAB-
Gruppe, ab. Nur zu wenigen Zeitpunkten bestand ein signifikanter Unterschied zum
Ausgangswert (p<0,05 nach 30, 90, 150 min Reperfusion) und zu keiner Zeit ein

statistisch relevanter Unterschied zum OPCAB-Verfahren.
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Abb. 24: vergleichende Darstellung der Veranderungen des peripheren TNF-a-positiven
Lungengewebes (%) aller Gruppen im zeitlichen Verlauf der Operation (s.a. Tab.15). Zur

vereinfachten Ubersicht sind lediglich die Signifikanzen p < 0,05 vs. OPCAB (*) in die Grafik
eingetragen.

3.7.4. Gesamte pulmonale TNF-a-Freisetzung

Die Summe aus peribronchialem, perivaskularem und peripherem TNF-a-positiven
Gewebe zu den jeweiligen Biopsiezeitpunkten stellt die gesamte TNF-a-Freisetzung
im Lungengewebe ohne bestimmte Lokalisation dar (s. Abb. 25).

Anhand dieser Grafik war noch deutlicher zu erkennen, dass durch beide Verfahren
mit kleiner HLM die TNF-a-Freisetzung mit Beginn der Reperfusionsphase signifikant
gesteigert wurde, wohingegen es in der Gruppe beschichtete HLM zu keiner
statistisch relevanten Zunahme des TNF-a-positiven Lungengewebes im Vergleich
zum OPCAB-Verfahren kam. In der Gruppe grof3e HLM wurde die pulmonale TNF-a-
Freisetzung im OP-Verlauf zwar gesteigert, sie konnte jedoch am Ende der
Reperfusion keinen signifikanten Unterschied zur OPCAB-Gruppe mehr aufweisen.
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Abb. 25: vergleichende Darstellung der Veranderungen des gesamten TNF-a-positiven
Lungengewebes (%) aller Gruppen im zeitlichen Verlauf der Operation (s.a. Tab.16). Zur
vereinfachten Ubersicht sind lediglich die Signifikanzen p < 0,05 vs. OPCAB (*) in die Grafik
eingetragen.

3.8. Zusammenhang zwischen peribronchialer, perivaskularer und peripherer
TNF-a-Freisetzung

Abb. 26 stellt den Zusammenhang der TNF-a-Freisetzung in der Lunge an den 3
verschiedenen Lokalisationen peribronchial, perivaskular und peripher im
3D-Scatterplot dar. Es war erkennbar, dass sich die TNF-a-Freisetzung in allen
betrachteten Abschnitten &hnlich verhielt. Ein erhohter Anteil an peribronchialem
TNF-a-positiven Gewebe hatte demnach auch einen erhohten Anteil in der
Peripherie oder nahe einem Gefald zur Folge. Aus dieser Grafik war ebenfalls der
Unterschied der einzelnen Gruppen im Hinblick auf das gesamte pulmonale TNF-a-
positive Gewebe ersichtlich. Wahrend das OPCAB-Verfahren und die beschichtete
HLM die Zytokinausschuttung nur gering aktivierten, kam es vor allem in den beiden

Gruppen mit kleiner HLM zur starksten TNF-a-Freisetzung.
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Abb. 26: grafische Darstellung der Korrelation zwischen peribronchialem, perivaskularem und
peripherem TNF-a-positiven Lungengewebe im 3D-Scatterplot, Zeitpunkt 180 min Reperfusion / post-

OPCAB

Die Regressionsanalyse bestétigte die hohe Korrelation der TNF-a-Freisetzung in
den einzelnen Lungengewebsabschnitten miteinander. Die Analyse ergab ein r=0,87,
p<0,0001 fur peribronchiales zu perivaskularem (s. Abb. 27), ein r=0,85, p<0,0001 fur
peribronchiales zu peripherem sowie ein r=0,87, p<0,0001 fur peripheres zu

perivaskularem TNF-a-positiven Lungengewebe.
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Abb. 27: Korrelation zwischen peribronchialem und perivaskularem TNF-a-positiven Lungengewebe

aller Gruppen in der Regressionsanalyse
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3.9. Zusammenhang zwischen Alveolarwandbreite und pulmonalem
Wassergehalt

Anhand der Regressionsanalyse (s. Abb. 28) zeigte sich, dass sich eine Zunahme
des pulmonalen Wassergehaltes auch mikroskopisch in  verbreiterten
Alveolarwanden darstellte (r=0,53, p=0,007).

7 r=0,53

20 1 p = 0,007

2,5

2,0 -

Allveolarwandhreite [pm]
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0,0

T T T T T T T T T T 1
G5 7o 75 an 85 an 95

pulmaonaler Yassergehalt [%]

Abb. 28: Korrelation zwischen pulmonalem Wassergehalt und Alveolarwandbreite aller Gruppen in
der Regressionsanalyse

3.10. Zusammenhang zwischen TNF- a und pulmonalem Wassergehalt

Die hier vorliegenden Ergebnisse konnten bestatigen, dass nicht nur die
Alveolarwandbreite mit dem Wassergehalt korrelierte, sondern auch der Anteil an
TNF-a-positivem Lungengewebe in linearem Zusammenhang mit dem pulmonalen
Wassergehalt stand. Wie in Abb. 29 und 30 zu sehen ist, war eine erhghte pulmonale
TNF-a-Freisetzung demnach auch mit einer Zunahme des Lungenwassers assoziiert
(r=0,54, p=0,005).
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Abb. 29: grafische Darstellung der Korrelation zwischen pulmonalem Wassergehalt und TNF-a-
positivem Lungengewebe aller Gruppen im 3D-Scatterplot, Zeitpunkt 180 min Reperfusion / post-

OPCAB

THF-c perivaskuldr [%)]

a0~

2,6 -

T
=
1

0,5 =

r=0,54

p = 0,005

0,0

3]

7a 74 an 85 a0 45

pulmonaler Wassergehalt [%)

Abb. 30: Korrelation zwischen pulmonalem Wassergehalt und TNF-a-positivem Lungengewebe aller
Gruppen in der Regressionsanalyse
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3.11. Zusammenhang zwischen TNF-a und Alveolarwandbreite

Da sowohl die Alveolarwandbreite als auch die TNF-a-Freisetzung in der Lunge mit
dem pulmonalen Wassergehalt korrelierten, stellte sich nun die Frage nach dem

direkten Zusammenhang beider Parameter.

Abb. 31 und 32 zeigen die Korrelation zwischen der Alveolarwandbreite und dem
TNF-a-positiven Gewebe in der Lunge. Dabei lie3 sich ein signifikanter linearer
Zusammenhang erkennen. Bei einem hohen Anteil an TNF-a-positivem
Lungengewebe konnten also auch breitere Alveolarwdnde gemessen werden

(r=0,60, p=0,001). Dargestellt ist der Zeitpunkt 60 min Reperfusion.
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Abb. 31: grafische Darstellung der Korrelation zwischen Alveolarwandbreite und TNF-a-positivem
Lungengewebe aller Gruppen im 3D-Scatterplot, Zeitpunkt 60 min Reperfusion / post-OPCAB
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Abb. 32: Korrelation zwischen Alveolarwandbreite und TNF-a-positivem Lungengewebe aller Gruppen
in der Regressionsanalyse

3.12. Zusammenhang zwischen Alveolarwandbreite und Laktat

Es konnte keine Korrelation zwischen dem Ischamieparameter Korperlaktat und der

Breite der Alveolarwéande festgestellt werden (r=0,13, p=0,53).

3.13. Zusammenhang zwischen TNF-a und Laktat

Die folgenden Grafiken (Abb. 33 und 34) stellen die pulmonale TNF-a-Freisetzung in
Abhéangigkeit von der systemischen Laktatkonzentration dar. Auch hier konnte ein
linearer Zusammenhang festgestellt werden (r=0,50, p=0,012). Wahrend durch das
OPCAB-Verfahren und durch das beschichtete HLM-System bei geringen
Laktatkonzentrationen auch niedrige Werte fir TNF-a-positives Lungengewebe
vorlagen, zeigten die anderen Gruppen deutlich hdhere Anteile an TNF-a-positivem

Gewebe bei hoheren Laktatwerten.
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Abb. 33: grafische Darstellung der Korrelation zwischen Laktatkonzentration und TNF-a-positivem
Lungengewebe aller Gruppen im 3D-Scatterplot, Zeitpunkt 180 min Reperfusion / post-OPCAB
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Abb. 34: Korrelation zwischen Laktatkonzentration und TNF-a-positivem Lungengewebe aller
Gruppen in der Regressionsanalyse
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4 DISKUSSION

4.1. Thematik, Studienmodell und Versuchstiere

Die Entwicklung der HLM revolutionierte das Gebiet der Herzchirurgie und machte
die Behandlung zahlreicher Herzerkrankungen uberhaupt erst mdglich. In den
meisten Fallen erholen sich die Patienten nach einer Operation mit CPB gut.
Dennoch gibt es immer wieder postoperative Komplikationen wie neurologische
Auffalligkeiten, Blutungskomplikationen, Lungenversagen oder renale Dysfunktion,
die nicht nur durch das Trauma der Herzoperation selbst, sondern vor allem durch
die EKZ verursacht werden (Wan et al., 1997; Wan et al., 2004). Dabei stehen,
neben anderen, vor allem 4 Mechanismen im Fokus der Betrachtungen:
1. Der Kontakt des Blutes mit den unphysiologischen Oberflachen der HLM (Wan
et al.,, 1997; Raja und Dreyfus, 2005), 2. Das unphysiologische, durch Blutpumpen
der HLM erzeugte Stromungsprofil sowie die direkte Traumatisierung des Blutes
durch die Blutpumpen (Baufreton et al., 1999; Parolari et al., 2000; Voss et al., 2010),
3. Die Gewebeschadigung durch Ischamie und Reperfusion (Raja und Dreyfus,
2005), 4. Endotoxine, die aufgrund von Minderperfusion im Splanchnikusgebiet durch
Translokation aus dem Darmlumen die Entziindungsantwort verstarken (Sinclair
et al., 1995).

Alle 4 Mechanismen aktivieren das Komplementsystem direkt oder indirekt und
fuhren Uber die Freisetzung verschiedener Mediatoren zu einer systemischen
Entzindungsreaktion, die bis zum Multiorganversagen fuhren kann (Wan et al.,
1997; Paparella et al., 2002).

Pulmonale Dysfunktion nach herzchirurgischen Eingriffen ist ein haufiges Problem im
Klinikalltag. Fast 2% der Patienten entwickeln nach EKZ sogar ein ARDS, dessen
Mortalitatsrate bei 50% liegt (Ng et al., 2002). In Anbetracht der praoperativen
Risikofaktoren steht die chronisch obstruktive Lungenerkrankung durch
Nikotinabusus bei einem Grol3teil der am Herzen operierten Patientenpopulation im
Vordergrund. Weiterhin fihren auch chronische Bronchitis, okkulte Pneumonien und
andere Lungenerkrankungen zum vermehrten Auftreten postoperativer pulmonaler

Dysfunktion (Hammon, 2008b). Um den Entstehungsmechanismus dieser
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Komplikation besser verstehen zu kdnnen, sollte das Hauptaugenmerk dieser Arbeit

auf dem Organ Lunge liegen.

Bei der Literaturrecherche zu diesem Thema fiel auf, dass die meisten Studien
klinisch an Patienten durchgefihrt wurden und demnach die inflammatorische
Reaktion anhand von Zytokinen im Blut, klinischen Parametern oder
Lungenfunktionsprifungen beurteilt wurde (Brasil et al.,, 1998; Gott et al., 1998;
Videm et al.,, 1999; Matata et al.,, 2000). Die dieser Studie zugrunde liegenden
Untersuchungen dagegen beruhten auf mikroskopischen Veradnderungen speziell
des Lungengewebes, was Lungenbiopsien erforderlich machte, die in diesem
Umfang am Menschen ethisch nicht vertretbar gewesen wéaren.

Als Versuchstier diente in dieser Studie das Schwein. Dies erschien aufgrund des
operationstechnischen Vorgehens und der zahlreichen Erfahrungen am Herzzentrum
Leipzig sowie aufgrund der Vergleichbarkeit der Ergebnisse mit vielen anderen
experimentellen Studien an Schweinen die geeignetste Tierart zu sein. Ein Blick auf
die Tierversuchsstatistik 2011 des Bundesministeriums fir Wissenschaft und
Forschung (s. Tab. 7; Quelle It. Tabellenverzeichnis) zeigte, dass das Schwein als
Versuchstier in der medizinischen Forschung einen hohen Stellenwert hat und 2011
sogar das am haufigsten verwendete Grol3tier war.

Laut dieser Statistik wurden die meisten Versuche an Kleintieren wie Mausen, Ratten
und Fischen durchgefuhrt. Die Verwendung von Kleintieren war flr den hier
vorliegenden Versuch jedoch keine Option, da das operative Vorgehen, die
Verwendung der HLM-Systeme sowie die hohe Anzahl von Blutentnahmen und

Lungenbiopsien nicht mdglich gewesen wéren.
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Tab. 7: Anzahl der bei Versuchen im Zusammenhang mit Krankheiten von Mensch und Tier
verwendeten Tiere, Auszug aus der Tierversuchsstatistik 2011 des Bundesministeriums fir

Wissenschaft und Forschung, 1. Insgesamt, Tabelle 4

4.1 42 43 44 45 48 47
Art Herz-Kreslauf- | Memvenleiden und Krebserkrankungen beim | Sonstige Krankheien des Spezicle (Gesamt
Erkrankungen | Geisteskrankheiten Menschen {unter Menschen Tierkrankheiten
des Menschen des Menschen Ausschluss von Prifungen betrefiende
auf Kanzerogenitit) Untersuchungen
4.3, |M3use (Mus musculus) 4578 8013 2281 40.401 24 B84.627|
4.0, |Ratten {Ratfus norvegicus) 378 1.586 1.2689 3824 4 6.861
4.2 |Meerschweinchen {Cavia porcefius) g ] 1] 383 0 374
[4.d. |Hamster (Mesocriceius) 44 0 1] 76 0 125
l4.2. |Anders Mager (andere Rodenfia) 0 0 1] ] 0 0
4.5,  |Kaminchen (Orycfolagus cuniculs) 18 7 220 8 874
4.9. |Katzen (Felis cafus) 0 0 1] 0 14 14
4.0, |Hunde {Canis familians) 0 0 1] 0 1 11
4., |Marder (Mustela putarius fura) 0 0 1] 12 0 12
14.). |Anders Fleischfresser (andere Camivora) 0 0 1] ] 0 0
[4.k.  |Pferde, Es=l und Kreuzungen (Equidae) 0 0 1] ] 0 0
4. [Schweine (Sus) 180 0 340 474 1.004]
[4.m. |Ziegen (Capra) 0 0 1] 2 0 2
[4.n. |Schafe (Ovis) 18 0 1] 16 g 43|
i4.0. |Rinder (Bos) 4 0 1] 0 204 208
4.p. |Halbaffen (Prosimia) 0 0 1] 0 0 0
[4.9. |Meuweltaffen [(Caboidea) 0 0 1] 0 0 0
i4.r.  |Meerkatzen (Gercopithecoides) 0 0 1] 0 0 0
4.5 |Menschenaffen (Hominoidea) 0 0 1] 0 0 0
4.t |Anders Saugetiers (anders Mammalia) 0 0 1] ] 0 0
[y (Wachiel (Comix columix) i 0 0 il ] 0
[4.v.  |Anders Vagel (anders Aves) 0 0 1] i 1.570 1.600|
[4.w. |Reptilien (Reptils) 0 0 1] 0 0 0
4.5, |Amphibien [Amphibia) 0 10 1] 0 0 10
4.y, |Fische (Pisces) 1.152 0 1] 1.115 210) 2.477
4.z GESAMT 5.383 9.641 23.882 55.808 2.528 9§.242

Das Schwein als Allesfresser ist dem Menschen hinsichtlich Anatomie und
Physiologie sehr ahnlich. Vor allem im Hinblick auf das Verhaltnis HerzgroRe zu
KorpergroRe scheinen Schweine mit einem Korpergewicht von 30-40 kg, wie sie
auch in dieser Studie verwendet wurden, dem Menschen am ahnlichsten zu sein
(Pressmar, 2003).

Ein weiterer Aspekt bei der Wahl des Versuchstieres Schwein war die Beschaffung
von Fremdblut. Da generell bei Operationen mit HLM durch die Blutverluste bei der
Kanulierung und den relativen Blutverlust tGber das Schlauchsystem der HLM
gelegentlich Bluttransfusionen nétig sind, war das Vorhandensein von Fremdblut fur
das OP-Verfahren essentiell. Das Schweineblut wurde direkt vom Schlachthof
Belgern bezogen und in sterilen Citrat-gepufferten Flaschen transportiert und kahl

gelagert.

Das hier vorliegende Studienmodell sollte einen detaillierteren Aufschluss tber den
Pathomechanismus und die auslésenden Ereignisse und Faktoren der systemischen

Entzindungsreaktion nach CPB geben. Dabei sollten vor allem die Auswirkungen in
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der Lunge genauer betrachtet werden. Schlensak und Kollegen (2002) beschaftigten
sich in einem Ferkelmodell ebenfalls mit den strukturellen Veranderungen des
Lungengewebes nach CPB, indem sie die Alveolarwandbreiten und die
Oberflachengrof3en der Alveolen mikroskopisch bestimmten. In einer Studie von
Zheng et al. (2004) an Ferkeln sollte der Einfluss einer kontinuierlichen LP unter
anderem anhand von mikroskopischen Untersuchungen der Lunge und durch
Bestimmung des Wassergehaltes des Lungengewebes beurteilt werden. Beide
Studien, und viele andere ebenfalls, bertcksichtigten aber nur das absolute Ergebnis
der inflammatorischen Reaktion, indem sie pra— und postoperative Werte einander
gegenuberstellten. Nur wenige Studien beschaftigten sich mit dem zeitlichen Verlauf
der Entziindungsreaktion und betrachteten mehrere Zeitpunkte wahrend und
teilweise auch noch lange nach der Operation (Ascione et al., 2000; Wan et al.,
2004).

Ein weiterer Unterschied zu anderen Studien war, dass bisher jeweils nur einzelne
HLM-Modelle als auslésende Faktoren der Entziindungsreaktion betrachtet wurden.
So beschéftigten sich einige mit der Frage, inwiefern oberflachenbeschichtete
Systeme die inflammatorische Reaktion reduzieren kdnnen (Gott et al., 1998; Videm
et al.,, 1999). Andere untersuchten den Einfluss einer kontinuierlichen LP auf den
Ischamie-Reperfusions-Schaden im Lungengewebe (Chai et al., 1999; Suzuki et al.,
2000; Schlensak et al., 2002; Zheng et al., 2004). Sehr viele Studienmodelle
betrachteten allein die Auswirkungen der HLM und stellten Operationen mit CPB
dem OPCAB-Verfahren gegeniber (Striber et al., 1999; Czerny et al., 2000;
Cleveland et al., 2001). Bisher gibt es keine Vergleiche aller erwahnten Gruppen

miteinander.

4.2. Auswirkungen der HLM auf die inflammatorische Reaktion

4.2.1. OPCAB-Verfahren

Die Ergebnisse der hier vorliegenden Studie konnten zeigen, dass es bei
Operationen mit dem OPCAB-Verfahren als Verfahren ohne HLM zu keiner
wesentlichen Aktivierung der systemischen und pulmonalen Entziindungsreaktion
kam. Der Laktatspiegel blieb Uber den gesamten OP-Verlauf konstant im

Normbereich, so dass im Gesamtkorper offenbar keine Minderperfusion auftrat. Bei
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der Betrachtung des pulmonalen Wassergehaltes und der Alveolarwandbreite
konnten keine signifikanten Anderungen im zeitlichen Verlauf festgestellt werden. Im
Hinblick auf die TNF-a-Freisetzung zeigten sich keine statistisch relevanten
Anderungen des peribronchialen, perivaskularen und peripheren TNF-a-positiven

Lungengewebes im Vergleich zum Ausgangswert.

Heijmans et al. (2007) stellten in einer klinischen Studie OPCAB- und CPB-Verfahren
gegenuber und konnten aufzeigen, dass es in der Gruppe ohne CPB weder zu einem
Anstieg der Serum-TNF-a-Konzentration, noch zu einer Zunahme des extravasalen
Lungenwassers kam. Durch das OPCAB-Verfahren konnte die Aktivierung der
inflammatorischen Reaktion reduziert werden, wie andere Studiengruppen anhand
von niedrigeren Blutserumspiegeln fur TNF-a, IL-6, IL-8 und IL-10 belegen konnten
(Matata et al., 2000; Schulze et al., 2000; Hazama et al., 2004; Wan et al., 2004).

Zahlreiche Studien beschaftigten sich hauptsachlich mit dem klinischen Aspekt von
Operationen mit oder ohne HLM. Vor allem die zunehmende Anzahl alterer Patienten
mit erhOhtem Operationsrisiko aufgrund von Niereninsuffizienz, chronisch
obstruktiver Lungenerkrankung oder zerebrovaskularer Insuffizienz profitierten von
dem Revaskularisationsverfahren am Herzen ohne den Einsatz der HLM (Hake
et al., 2007). Durch das OPCAB-Verfahren konnte die Haufigkeit von pulmonalem
und renalem Versagen sowie die Notwendigkeit von Re-Operationen aufgrund von
Blutungen (Cleveland et al., 2001) ebenso wie der Blutverlust und
Transfusionsbedarf (Ascione et al., 2003) reduziert werden. Das perioperative Risiko
eines Schlaganfalls konnte durch den Verzicht auf die HLM deutlich reduziert
werden, da die Aortenabklemmung wie bei konventionellen Verfahren mit HLM entfiel
(Hake et al.,, 2007). Zudem wurden durch den Einsatz des OPCAB-Verfahrens
geringere Nachbeatmungszeiten sowie kirzere Intensivaufenthalte und reduzierte
postoperative Liegedauern verzeichnet (Hirose et al., 2001).

Da die Anzahl der Uber 70- und 80-jahrigen herzchirurgischen Patienten in den
letzten Jahrzehnten gravierend zugenommen hat (Friedrich et al., 2009), stellt die
Weiterentwicklung und Forschung auf dem Gebiet der Bypasschirurgie am

schlagenden Herzen eine wichtige Aufgabe dar.

Trotz der zahlreichen Vorteile stehen einige Kollegen dem OPCAB-Verfahren kritisch
gegenuber. Es wurde Uber niedrigere Bypassoffenheitsraten (Lim et al. 2006; Takagi

et al., 2007) sowie Uber die Notwendigkeit erneuter invasiver Revaskularisationen
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berichtet (Cremer et al., 2005). Weiterhin kommt einschréankend hinzu, dass sich
nicht alle kardialen Bypassversorgungen am schlagenden Herzen durchfihren

lassen.

Fur viele herzchirurgische Eingriffe, bei denen ein frei einsehbares und blutfreies
Operationsgebiet am ruhigen Herzen in Kardioplegie unabdingbar ist, bleibt das
Verfahren mit HLM der Goldstandard. Im Folgenden werden die in der Studie
beobachteten Auswirkungen der HLM auf die lokale pulmonale und systemische
Entzindungsreaktion diskutiert. Weiterhin soll anhand der Ergebnisse das

bestmogliche Verfahren fur den Fall einer Operation mit HLM gefunden werden.

4.2.2. Auswirkungen der HLM auf den Laktatspiegel

Eine selektive Beurteilung des Einflusses der HLM auf den Laktatspiegel setzt eine
konstante perioperative Perfusion in allen Gruppen mit relativ konstanten und
ausreichend hohen Werten fur MAP und HZV voraus, um eine Minderperfusion der
Peripherie mit daraus resultierender Gewebshypoxie und vermehrtem Laktatanstieg
zu vermeiden. Diese Voraussetzungen konnten in der vorliegenden Studie erfillt
werden. Die Analysen im Ergebnisteil fur MAP und HZV zeigten, dass es zu keiner
Zeit zu einer Minderperfusion kam. Durch regulatorische MalRBhahmen wie der Gabe
von Natriumbicarbonat oder der Optimierung der Beatmungsparameter wurde der
pH-Wert weitestgehend konstant gehalten, um azidotische oder basische

Verhaltnisse zu vermeiden.

Anhand dieser Studie konnte gezeigt werden, dass der Einfluss der HLM im
Gegensatz zur OPCAB-Gruppe zu einer kontinuierlichen, signifikanten Erh6hung des
systemischen Laktatspiegels fihrte mit héchsten Konzentrationen am Ende des
Versuches (p<0,05). Lediglich in der Gruppe beschichtete HLM konnte keine
signifikante Erhdéhung der Laktatkonzentration im Vergleich zum Ausgangswert
festgestellt werden.

Die Ergebnisse fur die einzelnen Gruppen sowie bestehende Zusammenhange mit

anderen Parametern werden an anderer Stelle diskutiert (s. 4.3. und 4.4.).

Ahnliche Ergebnisse zeigten Munoz und Kollegen (2000), die in einer Studie bei
Kindern mit angeborenen Herzfehlern einen stetigen Anstieg der Laktatkonzentration
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bis zum Ende der OP und einen leichten Abfall erst nach Aufnahme der Patienten
auf die Uberwachungsstation verzeichneten. Andere Versuche bestatigten diese
Ergebnisse und registrierten auch 24 h nach der Operation mit CPB noch hdhere
Laktatwerte als zu Beginn (De Backer et al., 2009). Kollegen der Charité Berlin
demonstrierten sogar einen kontinuierlichen Konzentrationsanstieg Uber den
gesamten Operationsverlauf und noch bis 7 h postoperativ (Haisjackl et al., 1998).
Anhand der Anstiegskurven der hier vorliegenden Laktatwerte wéare denkbar, dass
zum Ende der Operation noch keine Maximalwerte erreicht wurden. Dieses
Studienmodell sah jedoch keine langerfristige postoperative Uberwachung der Werte

Vor.

Zahlreiche Untersuchungen sahen die Ursache der Hyperlaktatamie in einer
verminderten Darmperfusion und der daraus folgenden Darmischamie unter den
Bedingungen einer EKZ. Der genaue Mechanismus bleibt weiterhin unklar.
Hamodilution, das abweichende Flussprofil, Hypothermie oder die Stresshormon-
vermittelten GefalRtonusanderungen kénnen eventuell zu einer Minderperfusion im
Splanchnikusgebiet oder zu Veranderungen im hepatischen Laktatmetabolismus
fuhren (Haisjackl et al., 1998; Demers et al., 2000; Mustafa et al., 2003). De Backer
und Kollegen (2009) untersuchten intraoperativ die sublinguale Mikrozirkulation und
stellten eine inverse Korrelation der Laktatkonzentration zum Anteil der durchbluteten
kleinen Gefalle fest. Klar scheint aber zu sein, dass der Anstieg der
Laktatkonzentration in direktem Zusammenhang mit der CPB-Dauer steht (Demers
et al., 2000; Munoz et al., 2000). Ranucci und sein Team (2006) konnten eine
sprunghafte Laktaterhhung ab 96 min Ischamie feststellen. In der hier vorliegenden
Studie betrug die Ischamiezeit immer 90 min mit kontinuierlich steigenden statt
sprunghaft erhéhten Laktatkonzentrationen.

Einige Studien beschaftigten sich auch mit klinischen Auswirkungen dieser
Hyperlaktatamie nach CPB mit sehr &hnlichen Ergebnissen. Erhdhte Morbiditat und
Mortalitdt, eine l|adngere Beatmungsdauer und l|angere Liegezeiten auf der
Uberwachungsstation waren mit einer Hyperlaktatimie assoziiert (Demers et al.,
2000; Munoz et al., 2000; Ranucci et al., 2006). Charpie und Kollegen (2000) fanden
heraus, dass nicht der initiale Wert, sondern vor allem Konzentrationserhéhungen im
Operationsverlauf eine hohe Sensitivitat und Spezifitat fir ein schlechtes Outcome

der Patienten hatten.
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4.2.3. Auswirkungen der HLM auf den pulmonalen Wassergehalt und die
Alveolarwandbreite

Um die Veranderungen des pulmonalen Wassergehaltes zu ermitteln, wurden das
Verhéaltnis von Nass— zu Trockengewicht des Lungengewebes und die Breite der
Alveolarwéande bestimmt. Es konnten nur geringfligige, aber signifikante Anderungen
des pulmonalen Wassergehaltes im OP-Verlauf unter Einfluss der HLM festgestellt
werden. Eine signifikante Abnahme des pulmonalen Wassergehaltes wurde lediglich
in der Gruppe grol3e HLM festgestellt. Moglicherweise kdnnte die Ursache hierfir in
einer relativen Hypovolamie durch Umverteilung des Blutes in das grol3ere
Schlauchsystem der groRen HLM liegen, was wiederum durch Infusionen oder auch

Transfusionen ausgeglichen werden musste.

Die mikroskopischen Anderungen der Alveolarwandbreite waren weniger ausgepragt
und lediglich fur die Gruppe beschichtete HLM signifikant (p<0,05). Dennoch konnte
gezeigt werden, dass der pulmonale Wassergehalt mit der Breite der Alveolarwande
positiv korrelierte (r=0,53 / p=0,007). Das bedeutete, dass sich eine Zu-— oder
Abnahme des Nass-Trocken-Gewicht-Verhaltnisses auch in der Breite der
Pneumozyten Typ | widerspiegelte. Da das Studienmodell nur eine Bestimmung des
pra- und postoperativen pulmonalen Wassergehaltes vorsah, konnten zur
Beurteilung eines Zusammenhangs zwischen Alveolarwandbreite und pulmonalem
Wassergehalt lediglich die Biopsiezeitpunkte Kontrolle und 180 min Reperfusion/

post-OPCAB hinzugezogen werden.

Nur wenige vergleichbare Studien beschaftigten sich mit den mikroskopischen
Verdnderungen des Lungengewebes nach CPB. Einige Kollegen sahen
geschwollene Pneumozyten, interstitielle und intraalveolare Odeme (Anyanwu et al.,
1982; Wasowicz et al., 1999; Kim et al., 2001) und dementsprechend eine leichte
Zunahme des pulmonalen Wassergehaltes, wenn auch ohne statistische Relevanz
(Kim et al., 2001). In einer Versuchsreihe an Ferkeln von Kollegen aus dem
Forschungslabor im Herzzentrum Leipzig konnten nach Operationen mit HLM
breitere Alveolarwénde (3,2 um) als préoperativ (2,4 um) festgestellt werden (Dhein
et al.,, 2008). Die Ergebnisse in der hier vorliegenden Studie lagen ebenfalls
durchschnittlich bei 2 — 3,5 um, zeigten jedoch Uber den zeitlichen Verlauf der
Operation sowohl Zu— als auch Abnahmen der Alveolarwandbreite. Am Ende der
Reperfusion konnten lediglich fir das Verfahren mit beschichteter HLM signifikant

breitere Alveolarwénde verzeichnet werden (p<0,05). Allerdings wurden in der hier
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vorliegenden Arbeit grof3ere Schweine (30-40 kg) verwendet, so dass die Ergebnisse

nur bedingt mit denen von Dhein et al. (2008) vergleichbar waren.

Optimal ware keine Zunahme des pulmonalen Wassergehaltes und der
Alveolarwandbreite, wie es in dieser Studie lediglich fur das OPCAB-Verfahren und
die Gruppe kleine HLM mit LP gezeigt werden konnte.

Die klinischen Auswirkungen eines erhdhten pulmonalen Wassergehaltes sind vor
allem eine schlechtere Oxygenierung durch einen beeintrachtigten Gasaustausch
(Worrall et al., 1997; Paparella et al., 2002; Guzik et al., 2003; Ruel et al., 2004). Die
dieser Arbeit zugrundeliegenden Untersuchungen bezogen jedoch eine Betrachtung
der klinischen Auswirkungen nicht ein. Dieser Punkt bleibt Gegenstand zukinftiger

Forschungen.

Der Einfluss der einzelnen Gruppen auf den pulmonalen Wassergehalt und die
Alveolarwandbreite sowie mogliche Zusammenhange mit anderen Parametern
werden detailliert an anderer Stelle in Zusammenschau mit vergleichbaren Studien
diskutiert (s. 4.3. und 4.4).

4.2.4. Auswirkungen der HLM auf die pulmonale TNF-a-Freisetzung

TNF-a spielt eine zentrale Rolle in der Entstehung der systemischen
inflammatorischen Reaktion. Viele Studien haben sich mit der Aktivierung dieses
Zytokins durch die HLM beschéftigt. Die Ergebnisse waren teilweise widersprtchlich.
Wahrend Untersuchungen wie die von Steinberg und Kollegen (1993) keine
signifikanten Veranderungen der TNF-a-Konzentration durch den CPB finden
konnten, beschrieben andere sogar einen kontinuierlichen Abfall des TNF-a-Spiegels
nach Hochstwerten bereits direkt nach Einleitung der Anasthesie (Sason-Ton et al.,
2002). Die Ursache dafir konnte vielleicht in der Auswahl der Patienten liegen. In der
Studie von Sason-Ton et al. (2002) wurden 10 Kinder mit angeborenem Herzfehler
untersucht. Eventuell lag der TNF-a-Spiegel durch die Anomalie von Geburt an
relativ. hoch und nahm durch die Korrektur des Herzfehlers kontinuierlich ab.
AulBerdem ist das Immunsystem bei Kindern noch nicht vollstandig ausgereift, wie
eine Studie aus England bestatigen konnte. Auf einen maximalen Stimulationsreiz
zeigte sich eine geringere Zytokinproduktion bei Kindern im Vergleich zu
Erwachsenen (Lilic et al., 1997). Eine weitere Erklarung fur die widerspruchlichen
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Ergebnisse wére, dass TNF-a ein relativ kurzlebiges Molekil ist und schnell vom
Retikuloendothelialen System abgebaut wird (Brasil et al., 1998). Durch zu grof3
gewdahlte  Zeitabstande  der  Biopsie— oder  Blutentnahmen  kdnnten
Konzentrationsanderungen verkannt werden. Dies war ein Grund, warum in der
dieser Arbeit zugrunde liegenden Studie sehr engmaschig Proben enthommen

wurden.

Die hier vorliegenden Ergebnisse deckten sich mit denen vieler anderer Studien. Es
konnte gezeigt werden, dass die TNF-a-Freisetzung durch den Einfluss der HLM im
gesamten Lungengewebe mit dem Einsetzen der Reperfusion zunahm. Diese
Beobachtung war fir beide Verfahren mit kleiner HLM und teilweise auch fir die
Gruppe groB3e HLM signifikant unterschiedlich zum OPCAB-Verfahren (p<0,05).
Auch Dhein und Kollegen konnten in einer Studie am Schwein zeigen, dass es bei
Operationen mit HLM zu einem signifikanten Anstieg der pulmonalen TNF-a-
Freisetzung kam (Dhein et al., 2008).

Da sich die meisten anderen Studien jedoch auf die Serum-TNF-a-Konzentration und
nicht auf die immunhistochemisch bestimmten Veranderungen des TNF-a-positiven
Lungengewebes bezogen, ist ein Vergleich mit diesen Studien sicher nur bedingt

maoglich.

In einem Ischamie—Reperfusions—Versuch an Rattenlungen stellten Krishnadasan
und Kollegen (2003) fest, dass TNF-a nach 1 h Reperfusion im Blut und bereits nach
15 min histologisch nachgewiesen werden konnte mit einer maximalen Konzentration
nach 2 h Reperfusion und darauffolgendem Wiederabfall in den nachsten 2 h.
Ahnliche Ergebnisse konnten andere Studien zeigen (Baufreton et al., 1998; Doguet
et al.,, 2004; Naidu et al.,, 2004). Der frihe Konzentrationsanstieg lie3 darauf
schlieBen, dass TNF-a zu den Auslosern der Entziindungskaskade gehdort. Der
Ischamie—Reperfusions—Schaden  entsteht  biphasisch  durch  eine frihe
Makrophagen-abhangige Phase und eine darauffolgende spéatere Phase, die durch
die Rekrutierung und Aktivierung von Neutrophilen bestimmt ist (Sharma et al.,
2007). Das von den Alveolarmakrophagen produzierte TNF-a steigert die Expression
von Adhasionsmolekilen wie ICAM-1, E-Selektin und VCAM-1 (Khimenko et al.,
1998; Krishnadasan et al.,, 2003), was zur Adhasion und anschlieRenden
transzellularen Migration von Neutrophilen zum Ort der Entzindung fuhrt, wo sie
weitere Zytokine, proteolytische und zytotoxische Substanzen freisetzen (Hammon,

2008a). Auch Pneumozyten vom Typ Il sind in diese initiale Reaktion der
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Lungenschadigung involviert. Sie werden teilweise durch das von Makrophagen
produzierte TNF-a aktiviert, aber auch direkte Zell-Zell-Kontakte zwischen
Makrophagen und Pneumozyten Typ Il scheinen eine Rolle zu spielen. Sie setzen
weitere spezifische Zytokine frei und tragen ebenfalls zur Neutrophilenrekrutierung
bei (Sharma et al., 2007).

Zhao und Kollegen (2006) zeigten in einem Versuch an Mauselungen, dass durch
Makrophagendepletion weniger Zytokine freigesetzt wurden und eine Reduktion der
Lungenschadigung erreicht werden konnte. Auf3erdem stellten sie eine positive
Korrelation zwischen TNF-a-Freisetzung und Lungenfunktionsstérung fest. Durch die
Blockade des TNF-a-konvertierenden Enzyms konnte bei transplantierten Lungen die

Abstol3ungsreaktion verhindert und die Zytokinproduktion verringert werden.

In der dieser Arbeit zugrunde liegenden Studie wurden die histologischen
Betrachtungen nach peribronchialem, perivaskularem und peripherem TNF-a-
positiven Lungengewebe differenziert. Eine weitere Differenzierung nach dem fur die
TNF-a-Freisetzung verantwortlichen Zelltyp war nicht vorgesehen.

Dabei zeigte sich, dass die Produktion dieses Zytokins in den 3 verschiedenen
Lungengewebsabschnitten gleichermalRen aktiviert wurde. Es bestand ein linearer

Zusammenhang zwischen allen 3 Lokalisationen.

Der genaue Einfluss der einzelnen Gruppen auf die pulmonale TNF-a-Freisetzung

und eventuelle Zusammenhange werden im Folgenden diskutiert.

4.3. Interaktionen verschiedener Parameter

4.3.1. Zusammenhang zwischen TNF-a und pulmonalem Wassergehalt

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie konnten zeigen, dass der pulmonale
Wassergehalt und die Alveolarwandbreite in Zusammenhang mit dem Anteil an
TNF-a-positivem Lungengewebe standen. Je starker dieses Zytokin freigesetzt
wurde, desto hoher war auch der Wassergehalt des Lungengewebes (r=0,54 /

p=0,005) und desto breiter waren die Alveolarwande (r=0,60 / p=0,001).

Eine mdgliche Erklarung fir diesen beobachteten Zusammenhang kénnte in einem

Stickstoffmonoxid- (NO-) vermittelten Effekt liegen. Unter physiologischen
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Bedingungen wird eine geringe Menge NO bei der Umwandlung von L-Arginin zu
L-Citrullin  durch die endotheliale NO-Synthase produziert und reguliert die
Vasomotorik (Worrall et al.,, 1997; Ruel et al., 2004). Unter entzindlichen oder
postischamischen Bedingungen wird die induzierbare Form der NO-Synthase (iNOS)
vermehrt exprimiert. Dies geschieht teils direkt durch den Einfluss
proinflammatorischer Zytokine wie TNF-a oder IL-1, aber auch das Endotoxin von
Escherichia coli, das bei Minderperfusion des Darmes durch Translokation in den
Kreislauf gelangt, initialisiert die INOS-Expression (Guzik et al., 2003; Ruel et al.,
2004). iINOS katalysiert die Produktion einer bedeutend groReren Menge NO durch
Makrophagen und andere Entziindungszellen. NO bewirkt eine Guanylatzyklase—
vermittelte Vasorelaxation, die zum Beispiel in der Lungenstrombahn zur erhodhten
GefaRpermeabilitat mit vermehrtem Ubertritt von Wasser ins Gewebe fiihrt. Die Folge
ist eine schlechtere Oxygenierung durch einen beeintrachtigten Gasaustausch
(Worrall et al., 1997; Paparella et al., 2002; Guzik et al., 2003; Ruel et al., 2004).
Eine zusatzliche Darstellung der iNOS ware hier eventuell weiterfihrend gewesen,

lag aber nicht im primaren Fokus dieser Arbeit.

Zhao und Kollegen (2006) bestimmten in einem Ischamie-Reperfusions-Modell das
Nass-Trocken-Gewicht-Verhéltnis als Indikator eines Lungenddems. Dabei zeigte
sich, dass durch Entfernung der Makrophagen ein Ischamie-Reperfusions-
induziertes Lungentdem verhindert werden konnte. Die Ischdmiegruppe ohne
Makrophagendepletion dagegen verzeichnete einen deutlichen Anstieg im
pulmonalen Wassergehalt. Dies lasst darauf schlieBRen, dass ein Zusammenhang
zwischen Makrophagenaktivierung, TNF-a-Freisetzung, NO-vermittelter
Vasodilatation und Lungenschadigung im Sinne ddematdser Veranderungen besteht.
Bei dem in der vorliegenden Studie nachgewiesenen Zusammenhang zwischen
TNF-a und pulmonalem Wassergehalt waren ebenso NO-vermittelte Effekte denkbar,

jedoch bleibt dies Ausgangspunkt fur zukinftige Studien.

Einige Kollegen beschéaftigten sich mit der Frage, ob die NO-vermittelte
Vasodilatation auch mit einer Verminderung des Blutdrucks assoziiert ist. Westerberg
und Kollegen (2006) konnten diesen Effekt in ihrer Studie beobachten. Hier kam es
durch die schnelle Retransfusion von entzindlich aktiviertem Blut aus der
Kardiotomiesaugung zu einer vortubergehenden Reduktion des systemischen
GefalR3widerstandes und des MAP. Eine direkte Korrelation von TNF-a-Konzentration

und der relativen Anderung des systemischen GefaRBwiderstandes konnte gezeigt
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werden. Auch Brasil et al. (1998) suggerierten in einer Vergleichsstudie von
Bypassoperationen mit und ohne HLM, dass der Einfluss des CPB haufiger zu
schweren Hypotonien und vermehrtem Einsatz inotrop wirkender Medikamente
fuhrte. Sason-Ton und Kollegen (2002) bestétigten die umgekehrte Korrelation

zwischen TNF-a-Konzentration und MAP.

Wahrend der dieser Arbeit zugrunde liegenden Operationen wurde der MAP
weitestgehend konstant gehalten. Desweiteren endete das vorliegende
Versuchsprotokoll nach 180 min Reperfusion. Eine mdégliche Erklarung fir die
beobachteten Ergebnisse anderer Kollegen beziglich des TNF-a-assoziierten
MAP-Abfalls kénnte im Zeitraum der Datenerhebung liegen. Brasil et al. (1998) und
Sason-Ton et al. (2002) bezogen Ergebnisse bis 24 h oder sogar 48 h nach der
Operation ein. Westerberg und Kollegen (2006) dagegen betrachteten den
unmittelbaren Effekt auf den MAP in den ersten 90 Sekunden. Ein direkter Vergleich

der Ergebnisse wéare demnach nicht sinnvoll.

4.3.2. Zusammenhang zwischen TNF-a und Laktatkonzentration

Bei Betrachtung der pulmonalen TNF-a-Freisetzung und der systemischen
Laktatkonzentration konnte eine Korrelation der beiden Parameter festgestellt
werden (r=0,50 / p=0,012). Unter ischamischen oder postischamischen
Bedingungen, die sich in einem Anstieg der Laktatkonzentration widerspiegelten,

zeigte sich auch ein erhohter Anteil an TNF-a-positivem Gewebe in der Lunge.

Wie bereits unter 1.2.3. und 4.2.2. beschrieben, sehen viele Autoren die Ursache fur
den Laktatanstieg vor allem in der Minderperfusion des Splanchnikusgebietes. Die
daraus folgende Translokation von Endotoxinen aktivierte ebenfalls die systemische
Entzindungsreaktion und damit auch die Zytokinfreisetzung (Raja und Dreyfus,
2005). Jedoch haben sich bisher nur wenige Studien mit dem direkten
Zusammenhang zwischen der TNF-a- und Laktatkonzentration wéahrend
Herzoperationen mit CPB beschaftigt. Die Studie von Sason-Ton und Kollegen
(2002) konnte zeigen, dass hohe TNF-a-Konzentrationen eine umgekehrte
Korrelation zum Bicarbonatspiegel und zum Base Excess aufwiesen. Sie schlossen
darauf, dass hohe TNF-a-Konzentrationen den Grad der Minderperfusion und der
metabolischen Azidose, gemessen in niedrigen pH- und Bicarbonat-Werten,
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widerspiegeln (Sason-Ton et al., 2002). Bereits 1990 wurde in einem in-vitro-Versuch
gezeigt, dass eine Laktatazidose die TNF-a-Produktion auf der Ebene der
Transkription beeinflussen konnte und hdhere Konzentrationen dieses Zytokins in
dieser Gruppe gemessen werden konnten (Jensen et al., 1990). Hohe
Laktatkonzentrationen konnten also einen Hinweis auf die Schwere der
Entzindungsreaktion und das postoperative Outcome der Patienten geben, wie es
bereits einige klinische Untersuchungen zeigen konnten (Charpie et al., 2000;
Demers et al., 2000; Munoz et al., 2000; Ranucci et al., 2006).

4.4. Einfluss verschiedener HLM-Modifikationen auf die inflammatorische
Reaktion

Wie bereits unter 4.2.1. erlautert, stellte sich fur diese Studie das OPCAB-Verfahren
als das beste Verfahren heraus, da es hier zu keiner wesentlichen Aktivierung der
Entzindungsreaktion kam. Da aber nicht alle kardiochirurgischen Eingriffe am
schlagenden Herzen durchfuhrbar sind, bleibt die Verwendung der HLM fir viele
Operationen Goldstandard. Im Folgenden werden die in dieser Studie verwendeten
Modifikationen der HLM einzeln betrachtet und deren Auswirkungen auf die
systemische und pulmonale Entziindungsreaktion diskutiert, um das bestmdgliche

Verfahren fur den Fall einer Operation mit HLM herauszufinden.

4.4.1. Einfluss einer kontinuierlichen Perfusion der Lunge

Hierfur wurden die Versuchsgruppen kleine HLM mit LP und kleine HLM ohne LP
miteinander verglichen. In Zusammenschau aller Ergebnisse lie3 sich erkennen,
dass durch eine kontinuierliche LP wéhrend CPB die inflammatorische Reaktion nicht
deutlich verringert werden konnte. In beiden Gruppen zeigte sich eine signifikante
Zunahme (p<0,05) der Laktatkonzentration sowie der pulmonalen TNF-a-Freisetzung
im Operationsverlauf. In der Gruppe ohne LP fiel zwar eine signifikante Zunahme
(p<0,05) des pulmonalen Wassergehaltes auf, jedoch fur beide Gruppen ohne
statistisch relevante Anderung der Alveolarwandbreite.

Die Ergebnisse lieRen darauf schlie3en, dass durch eine kontinuierliche LP der
Schaden in der Lunge nicht wesentlich verhindert werden konnte. Sie nahm lediglich
einen gunstigen Einfluss auf den pulmonalen Wassergehalt.
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Ischamische Verhéltnisse in anderen Organen fihren dort zur Aktivierung des
Komplementsystems und setzen die Entziindungsreaktion in Gang. Dabei scheinen
vor allem die Myokardischamie (Liebold et al.,, 1999) sowie die Ischamie im
Splanchnikusgebiet (Sinclair et al., 1995) entscheidende pathogene Faktoren zu
sein. Die freigesetzten Zytokine werden in der Reperfusionsphase im Korper verteilt
und passieren ebenfalls die Lunge. Zusatzlich zu den lokal freigesetzten Zytokinen
werden also die Entzindungsmediatoren aus dem systemischen Kreislauf
angeschwemmt und I6sen weitere Entzindungskaskaden aus, unabh&ngig davon,
ob die Lunge in der Ischamiephase besser perfundiert wurde oder nicht. Eine
selektive LP scheint demnach zur Verringerung des Schadens in der Lunge nicht
auszureichen, da dieser auch in anderen, weitaus grol3eren Organen, wie dem

Darmtrakt, stattfindet.

Beim Vergleich der Ergebnisse mit denen anderer Kollegen stellten sich wesentliche
Unterschiede im Studienaufbau heraus, die einen direkten Vergleich der Werte nicht
mdoglich machten. Es ergaben sich Unterschiede in den Zeitpunkten der
Datenerhebung sowie in der Definition der Messpunkte. Bei einer Versuchsreihe an
Ferkeln von Schilensak et al. (2002) wurde festgestellt, dass der CPB ohne LP nach
60 min Reperfusion nahezu zu einer Verdopplung der Alveolarwandbreite flihrte,
wohingegen es beim Verfahren mit LP zu einer deutlich geringeren Zunahme der
Alveolarwandbreite kam. Dabei betrachteten Schlensak und Kollegen Werte
unmittelbar vor und nach dem 120-minutigen CPB sowie nach 60 min Reperfusion.
Das Studienmodell der hier vorliegenden Arbeit hingegen sah eine weitaus
detailliertere Betrachtung der pulmonalen Veréanderungen bis 180 min Reperfusion
vor. Im Hinblick auf die Alveolarwandbreite zeigten sich zudem bei den Kollegen
insgesamt deutlich héhere Werte im Vergleich zu den Ergebnissen dieser Studie.
Verschieden definierte Messpunkte der Alveolarwand kénnten zu diesen
Unterschieden fuhren. Wahrend Schlensak und Kollegen (2002) keine Angaben zum
Messpunkt machten, wurde er in dieser Studie klar definiert als geringste Breite
unmittelbar neben einem Zellkern der Pneumozyten Typ I. Ein weiterer Aspekt war,
dass die Studie von Schlensak an Ferkeln durchgefuhrt wurde und abweichende
Ergebnisse mdglicherweise auch aufgrund der unausgereiften Lungen entstanden
sein konnten. Zheng et al. (2004) konnten bei Operationen mit und ohne Perfusion
der Lungen keine signifikanten Unterschiede im pra- und postoperativen pulmonalen

Wassergehalt feststellen. Die Kollegen verwendeten jedoch eine Rollerpumpe in
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ihren Versuchen. Auch die Studie von Ege et al. (2004) basierte auf Operationen mit
einer Rollerpumpe. Sie konnten zeigen, dass es ohne LP zu deutlich starker
ausgepragten ultrastrukturellen Veranderungen in der Lunge kam als bei
Operationen mit LP. Es wurden destruktive Veranderungen in den Pneumozyten, im

GefaRendothel sowie zunehmende alveolare Odeme beobachtet.

Folglich muss dies nicht den hier vorliegenden Ergebnissen widersprechen, die keine
Reduzierung der Entziindungsreaktion durch eine kontinuierliche LP zeigen konnten.
Da in diesem Versuch fur die hier zu betrachtenden Gruppen kleine HLM mit und
kleine HLM ohne LP eine Zentrifugalpumpe zum Einsatz kam, ist ein Vergleich mit
den genannten Studien nicht mdoglich. Es ware durchaus denkbar, dass die
Verwendung einer Rollerpumpe zu anderen Ergebnissen im Hinblick auf den Nutzen
der LP gefuihrt hatte. Weiterhin lie3 diese Tatsache vermuten, dass bei erhaltener
Lungenperfusion der Pumpentyp der HLM einen grof3en Einfluss zu haben schien,
was die erhdhten Entziindungs- und Ischamieparameter in der vorliegenden Studie
trotz erhaltener LP erklaren konnte. Die Zentrifugalpumpe fiihrte in einigen Studien
zu Mikrozirkulationsstérungen (Baufreton et al., 1999), die moéglicherweise auch in
der Lunge zu einer erhdhten Aktivierung des Komplementsystems fihren kdnnten.

Zahlreiche Studiengruppen belegten die Vorteile einer kontinuierlichen LP wahrend
CPB in Bezug auf eine verbesserte Lungenfunktion, kiirzere Beatmungsdauern und
einen geringeren Reperfusionsschaden (Suzuki et al., 2000; Zheng et al., 2004;
Carvalho et al., 2008). Aulerdem konnten vor allem bestimmte Patientengruppen
davon profitieren. Wie bereits erwahnt, wird wahrend der Ischamiezeit an der HLM
die Lunge nicht tUber die Pulmonalarterie versorgt, sondern eine Restdurchblutung
Uber die Bronchialarterien aufrechterhalten. Eine Studie von Dodd-o und Kollegen
(2004) Dbelegte, dass der Lungenschaden bei einer nicht perfundierten
Pulmonalarterie umso grofl3er ausfiel, je geringer die Restdurchblutung Uber die
Bronchialarterien  war.  Praoperative  Risikofaktoren ~ wie  Bluthochdruck,
Herzinsuffizienz oder chronischer Nikotinabusus kdnnten aufgrund von geringem
Perfusionsdruck oder arteriosklerotischen Veranderungen zu einer
Minderdurchblutung der Bronchialarterien fihren, was eine Ursache fur das
vermehrte Auftreten pulmonaler Dysfunktion nach CPB bei diesen Patienten sein
kénnte (Dodd-o et al., 2004). Dodd-o und sein Team (2004) stellten eine deutliche
Zunahme des extravasalen Lungenwassers sowie einen Anstieg der TNF-a-

Konzentration wahrend der CPB-Zeit bei Operationen mit HLM und zusatzlich
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ligierter Bronchialarterie fest. Es bedarf sicher auch Klinischer Untersuchungen, um
den Vorteil einer kontinuierlichen LP vor allem bei Patienten mit den genannten
Risikofaktoren und einer vermuteten Minderdurchblutung der Bronchialarterien zu

zeigen.

Auch die Verringerung des Reperfusionsschadens war Ziel vieler Studienmodelle.
Miller und Roberts (1999) beschrieben eine voribergehende Vasokonstriktion der
Pulmonalarteriolen als Reaktion auf die Reperfusion, die mit einer Verringerung des
Gasaustausches einherging. Eine Forschergruppe aus den USA konnte durch die
kontrollierte Reperfusion der Lunge eine signifikante Reduzierung des
Reperfusionsschadens mit deutlicher Verbesserung der Compliance feststellen.
Dabei infundierten sie vor dem Offnen der Pulmonalarterienklemme eine modifizierte
Reperfusionsliésung aus Blut und einer kristalloiden Losung mit einem definierten
Perfusionsdruck zwischen 20 und 30 mmHg in die ischamischen Lungen. Im
Gegensatz dazu standen Versuchsgruppen mit hodheren Perfusionsdriicken
(40-50 mmHg) sowie mit einer unkontrollierten Reperfusion durch alleiniges Offnen
der Klemmen (Halldorsson et al., 2000). Auch dies bleibt ein Ansatz fur zukinftige
Forschungen.

4.4.2. Einfluss eines oberflachenbeschichteten HLM-Systems

In der Literatur zeigten sich verschiedenste Meinungen zum Nutzen einer HLM-
Oberflachenbeschichtung zur Reduzierung der Entziindungsreaktion. Defraigne und
Kollegen (2000) konnten keine Verminderung der Zytokinfreisetzung und
Granulozytenaktivierung durch die Oberflachenbeschichtung feststellen. Andere
scheiterten daran, kirzere Liegedauern, verkirzte Beatmungszeiten und andere
Faktoren eines besseren postoperativen Outcome durch die beschichtete HLM zu
demonstrieren (Videm et al., 1999; Svenmarker et al., 2001; De Vroege et al., 2004;
Taneja und Cheng, 2006). Einige Gruppen, die Vorteile der Beschichtung zeigen
konnten, nutzten weitere Modifikationen im Operationsablauf (Taneja und Cheng,
2006). Diese Erkenntnisse bestarkten die Annahme, dass die Aktivierung der
inflammatorischen Reaktion wéhrend CPB ein multifaktorieller Prozess ist und nicht
allein durch Verbesserung der Biokompatibilitatt des HLM-Systems vermindert
werden kann. Viele Studien sahen die Vorteile des beschichteten Systems vor allem

in der Reduzierung der systemischen Heparingabe mit einer Ziel-ACT zwischen
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180 — 280 Sekunden statt Uber 400 Sekunden. Dadurch liel3en sich Blutverluste und
der Transfusionsbedarf minimieren (Svenmarker et al., 2001; Jessen, 2006). Da das
Komplementsystem bekanntlich auch durch den Heparin-Protamin-Komplex aktiviert
wird, scheint hier ein weiterer Vorteil geringerer systemischer Heparinisierung zu
liegen (Videm et al., 1999).

In der hier vorliegenden Arbeit sollte der direkte Vergleich der Gruppen beschichtete
HLM und groRe HLM den mdglichen Einfluss der Oberflachenbeschichtung auf die
Entzindungsreaktion aufzeigen. Durch das oberflachenbeschichtete HLM-System
konnte eine signifikant geringere Aktivierung der Entzindungsreaktion im Hinblick
auf die systemische Laktatkonzentration und die pulmonale TNF-a-Freisetzung im
Operationsverlauf gezeigt werden. Der pulmonale Wassergehalt und die
Alveolarwandbreite nahmen jedoch im Vergleich zum unbeschichteten System
(groRe HLM) signifikant zu, so dass insgesamt kein klarer Vorteil der Beschichtung

allein gesehen werden konnte.

Die beiden hier betrachteten Gruppen unterschieden sich nicht nur in der
Oberflachenbeschichtung, sondern auch im Pumpentyp der HLM. Wé&hrend die
grole HLM mit Rollerpumpen betrieben wurde, war bei dem beschichteten System
eine Zentrifugalpumpe Bestandteil der HLM. Man konnte also auch hier vermuten,
dass der Pumpentyp einen Einfluss auf die Entziindungsreaktion zu haben schien.
Demnach ist eine klare Aussage zum Einfluss der Oberflachenbeschichtung allein
hier nicht moglich.

4.4.3. Einfluss der Reduzierung der Fremdoberflache

Um den alleinigen Einfluss der Oberflachengré3e bestimmen zu kénnen, wurden die
Gruppen gro3e HLM und kleine HLM ohne LP miteinander verglichen. Die
Vermutung, dass die Reduktion der Fremdoberflache zu einer Verminderung der
inflammatorischen Reaktion fuhrt, konnte jedoch nicht bestatigt werden. Vor allem
bei Betrachtung der pulmonalen TNF-a-Freisetzung und des pulmonalen
Wassergehaltes zeigte sich, dass die kleine HLM sogar eine stérkere
Entzindungsreaktion hervorrief als die HLM mit normaler Oberflachengrof3e. In
beiden Gruppen kam es zur signifikanten Zunahme der Laktatkonzentration,
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wenngleich durch Verwendung der kleinen HLM ohne LP insgesamt geringere

Laktatkonzentrationen als in der Gruppe grof3e HLM verzeichnet wurden.

Die Ergebnisse der hier vorliegenden Studie widersprechen teilweise einigen
bisherigen Studienergebnissen, die durch Verwendung von miniaturisierten Herz-
Lungen-Maschinen geringere Konzentrationen fur TNF-a, IL-6 und C-reaktives
Protein (CRP) als mit dem Standardverfahren demonstrieren konnten (Fromes et al.,
2002; Bical et al., 2006), wobei die Bestimmung aller Parameter in den genannten
Studien jedoch im Blut erfolgte und nicht wie in dieser Arbeit fir TNF-a direkt

immunhistochemisch im Lungengewebe.

Klinisch zeigten sich weniger Blutverluste und Transfusionsbedarf sowie eine
geringere postoperative Morbiditdt und Mortalitat gegeniber dem konventionellen
CPB (Remadi et al., 2004; Panday et al., 2009). Panday und Kollegen (2009) sahen
das miniaturisierte System in der Koronarchirurgie sogar dem OPCAB-Verfahren
Uberlegen, vor allem im Hinblick auf den langerfristigen Erfolg der
Revaskularisierung. Eine Studie von Beghi et al. (2006) konnte ebenfalls klinische
Vorteile nach Operationen mit der kleineren EKZ aufweisen. Sie scheiterten jedoch
daran eine Verminderung der systemischen Entzindungsreaktion hinsichtlich
IL-6- und CRP-Konzentration im Vergleich zum konventionellen Verfahren zu
belegen. In den meisten fur diese Arbeit recherchierten Studien wurden allerdings
fremdoberflachenreduzierte HLM-Systeme mit kompletter Oberflachenbeschichtung
verwendet, was eine Differenzierung zwischen den Auswirkungen der
OberflachengrofRe und der Heparin-Beschichtung und demnach auch einen direkten

Vergleich mit dieser Studie unmdglich machte.

Bisher gibt es keine vergleichbaren Studien, die die Ergebnisse dieser Arbeit
bekraftigen. Obwohl das hier vorliegende, rein experimentelle Studienmodell die
Untersuchung der offenbar  vorhandenen klinischen Vorteile der
fremdoberflachenreduzierten HLM nicht einbezog, konnte bei reiner Betrachtung der
Ergebnisse zumindest experimentell kein Nutzen der kleinen HLM zur Reduzierung
der inflammatorischen Reaktion gesehen werden. Vor allem die pulmonale TNF-a-

Freisetzung wurde im Vergleich zu allen anderen Gruppen am starksten aktiviert.

Alle Versuchsgruppen dieser Studie wurden nach dem gleichen chirurgischen
Vorgehen und mit dem gleichen Anasthesieverfahren operiert. Ein Vergleich des
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Aufbaus der HLM-Systeme zeigte jedoch Unterschiede im Pumpentyp. Es koénnte
also sein, dass die Ursache flir die Verstarkung der inflammatorischen Reaktion
durch die kleine, fremdoberflachenreduzierte HLM im modifizierten Pumpensystem
lag. Demnach schien die Zentrifugalpumpe in dieser Studie die Entziindungsreaktion
starker zu aktivieren als die Rollerpumpe. Ergebnisse einiger anderer Kollegen
untermauerten diese Vermutung. Durch Verwendung der Zentrifugalpumpe wurden
Komplementsystem und neutrophile Granulozyten starker aktiviert als durch die
Rollerpumpe (Ashraf et al., 1998; Baufreton et al., 1999). Baufreton und Kollegen
(1999) machten den unphysiologischen nicht-pulsatilen Blutfluss, wie er von den
Zentrifugalpumpen in ihren Versuchen erzeugt wurde, dafir verantwortlich, da er zu
einer relativen Minderdurchblutung der Organe zu fuhren schien, was unter anderem
mit einer erhéhten Endotoxindmie durch Schaden in der Darmmukosa assoziiert war.
In der hier vorliegenden Studie erzeugten aber alle Pumpen einen kontinuierlichen,
nicht-pulsatilen Fluss, was wiederum vermuten lie3, dass die Zentrifugalkrafte ein
grolReres Bluttrauma verursachten als die Krafte, die bei den Rollerpumpen auf das

Blut wirkten.

Dennoch existieren ebenso viele Studien, die bei Betrachtung von klinischen
Aspekten eine klare Uberlegenheit der Zentrifugalpumpe zeigen konnten (Klein et al.,
1998; Morgan et al., 1998; Parolari et al., 2000).

Die Erkenntnis, dass der Pumpentyp in dieser Studie moglicherweise einen grof3en
Einfluss auf die inflammatorische Reaktion hatte, lie3 eine andere
Betrachtungsweise der hier erhaltenen Ergebnisse zu. Die Verwendung einer
Zentrifugalpumpe hatte trotz Reduktion der Fremdoberflache eine starkere
Zytokinfreisetzung zur Folge als bei der groRen HLM mit Rollerpumpe. Durch die
beschichtete HLM hingegen konnte trotz Zentrifugalpumpe eine weitaus geringere
pulmonale TNF-a-Freisetzung als durch die kleinen Maschinen und sogar auch als in
der Gruppe grol3e HLM mit Rollerpumpe verzeichnet werden. Das System mit der
Oberflachenbeschichtung koénnte also die erfolgversprechendste Methode bei
Operationen mit HLM zur Reduktion der inflammatorischen Reaktion sein. Der
signifikante Anstieg des pulmonalen Wassergehaltes mit korrelierender
Verbreiterung der Alveolarwdnde stellte in diesem Versuch den einzigen
gravierenden Nachteil des Verfahrens mit beschichteter HLM dar. Hierzu kénnte die
Verwendung einer Rollerpumpe, bei der es zu einer Abnahme des pulmonalen

Wassergehaltes kam, in Kombination mit einem Heparin-beschichteten System eine
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vielversprechende Alternative darstellen, was Gegenstand zukunftiger Forschungen

sein konnte.

4.5. Schlussfolgerung

Ziel dieser Studie sollte die Beantwortung folgender Fragen sein:

1.

Ist das OPCAB-Verfahren im Hinblick auf die Entzindungsreaktion in der

Lunge den Verfahren mit HLM wirklich tGberlegen?

Ja. Bei Operationen mit dem OPCAB-Verfahren kam es zu keiner wesentlichen
Aktivierung der systemischen und pulmonalen Entziindungsreaktion. Es konnten
keine  signifikanten  Anderungen im pulmonalen Wassergehalt, der
Alveolarwandbreite, der pulmonalen TNF-a-Freisetzung oder der systemischen

Laktatkonzentration festgestellt werden.

Wenn die Verwendung einer HLM indiziert ist, bewirkt dann die Reduzierung
der Fremdoberflache auch eine geringere Aktivierung der inflammatorischen

Reaktion?

Diese Frage konnte anhand der vorliegenden Studie nicht eindeutig beantwortet
werden. Die hierflr betrachteten Gruppen unterschieden sich in der Art der
verwendeten HLM-Pumpe. Es zeigte sich eine deutlich starkere Aktivierung der
Entztindungsreaktion unter Verwendung der kleinen HLM mit Zentrifugalpumpe im
Vergleich zur grofen HLM mit Rollerpumpe. Es sind also Folgestudien notwendig,
die eine selektive Beurteilung der Fremdoberflachenreduzierung ohne den

Einfluss der verwendeten Pumpe moéglich machen.

Wird durch die Oberflachenbeschichtung der HLM-Schlauchsysteme eine

bessere Organprotektion erreicht?

Teilweise. Die Verwendung einer Heparin-beschichteten HLM fuhrte nur zu
geringen Anstiegen der Laktatkonzentration und pulmonalen TNF-a-Freisetzung
ohne signifikanten Unterschied zur OPCAB-Gruppe. Der Nachteil dieses
Verfahrens bestand jedoch in einer signifikanten Zunahme des pulmonalen
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Wassergehaltes, die sogar mit einer statistisch relevanten Zunahme der
Alveolarwandbreite einherging. Da jedoch auch bei diesem Verfahren eine
Zentrifugalpumpe verwendet wurde, ist eine klare Aussage zum Einfluss der

Oberflachenbeschichtung allein nicht mdglich.

. Kann durch eine kontinuierliche Perfusion der Lungenstrombahn bei
Operationen mit HLM der Isch&mie-Reperfusions-Schaden in der Lunge

vermindert werden?

Nein. Die kontinuierliche LP zeigte keinen klaren Vorteil gegeniiber dem Verfahren
ohne LP. Mdglicherweise kénnte der Ischamieschaden in anderen Organen des
Korpers, wie zum Beispiel im Darmtrakt, einen grof3en Einfluss auf die
Entzindungsreaktion haben, so dass eine selektive LP zur Verringerung des
IschAmieschadens nicht auszureichen scheint. Weiterhin konnte auch die
Zentrifugalpumpe von Bedeutung sein, die mdglicherweise bei kontinuierlicher LP
in der Lunge eher zu Schaden fuhrt als einen Nutzen bringt. Inwiefern Patienten
mit praoperativen Risikofaktoren von einer kontinuierlichen LP profitieren, bleibt

Gegenstand zukunftiger klinischer Studien.

. Besteht ein Zusammenhang zwischen der TNF-a-Freisetzung in der Lunge,

dem pulmonalen Wassergehalt und der Alveolarwandbreite?

Ja. Ein erhohter Anteil an TNF-a-positivem Gewebe in der Lunge war sowohl mit
einer Zunahme des pulmonalen Wassergehaltes als auch mit einer Zunahme der
Alveolarwandbreite assoziiert. Weiterhin ging ein erhoéhter pulmonaler
Wassergehalt auch mit verbreiterten Alveolarwédnden einher. Die Ursache fur
diesen Zusammenhang konnte anhand dieser Studie nicht geklart werden.

. Korrelieren die lokalen Reaktionen in der Lunge auch mit dem systemisch

bestimmten Ischamieparameter Laktat?

Ja. Es konnte eine positive Korrelation der TNF-a-Freisetzung in der Lunge mit der
systemischen Laktatkonzentration festgestellt werden. Vermutlich spielte hierbei
die Minderperfusion im Splanchnikusgebiet eine Rolle. Dies zu untersuchen war

jedoch nicht Bestandteil der hier vorliegenden Arbeit.
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7. Wenn eine Operation mit HLM notwendig ist, welches Verfahren ist dann das
Beste?

In Zusammenschau aller Ergebnisse dieser Studie ware eine HLM mit Heparin-
beschichteter Oberflache unter Verwendung einer Rollerpumpe das beste
Verfahren, um eine mdglichst geringe Entziindungsreaktion hervorzurufen. Ob in
dieser Konstellation die Reduzierung der Fremdoberflache oder eine
kontinuierliche Lungenperfusion ebenfalls einen gunstigen Einfluss auf die

inflammatorische Reaktion haben, bleibt Gegenstand zuktinftiger Forschungen.
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5 LIMITATIONEN

Diese Studie basierte auf Versuchen am Schwein, da Untersuchungen in diesem
Ausmald an Menschen ethisch nicht vertretbar gewesen waren. Eine 100%ige
Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf den Mensch ist demnach nicht méglich. Klinische

Folgestudien mit abgewandeltem Versuchsaufbau sind daher notwendig.

Bei den Versuchstieren handelte es sich um junge, gesunde Schweine. Patienten der
Kardiochirurgie sind meist alter und entsprechend vorerkrankt. Zudem hat der
durchschnittliche Patient ein Korpergewicht von circa 70-80 kg, die Versuchstiere
hingegen von circa 40 kg. Daraus ergeben sich prozentual zur Koérperoberflache
Unterschiede zum Beispiel im Hinblick auf Volumengabe, Transfusionen und dem
Primingvolumen der HLM. Weiterhin wurden in dieser Versuchsreihe 6 Tiere pro
Gruppe involviert. Eine grol3ere Anzahl an Versuchstieren kdnnte mdglicherweise
eindeutigere Ergebnisse erzielen. Auch wenn nach dem gleichen Operations- und
Anasthesieverfahren vorgegangen wurde, sind Abweichungen durch das
Versuchstier als Individuum selbst sowie durch menschlichen Einfluss der beteiligten
Operateure, Anasthesisten und Kardiotechniker unvermeidlich. Dazu gehort auch
das Volumen- und Transfusionsregime, da zum Beispiel nicht bei allen Tieren

Transfusionen notwendig waren. Eine Vereinheitlichung ist hierbei kaum mdglich.

Am Versuchsaufbau selbst war aufgefallen, dass nicht alle Herz-Lungen-Maschinen
mit identischen Pumpen betrieben wurden. Um vergleichbare Ergebnisse zu erzielen,
sollte dieser, mdglicherweise sehr grof3e Einflussfaktor vermieden werden und ein
einheitlicher Pumpentyp gewahlt werden. Der direkte Vergleich von Roller- und
Zentrifugalpumpe ware Grundlage fur eine weiterfihrende Studie. Auch sollte in
Folgeuntersuchungen eine Kombination von Heparin-beschichteter HLM mit
Rollerpumpe in Erwagung gezogen werden, da dies anhand der hier vorliegenden

Studie erfolgversprechend zu sein schien.

Die Auswertung der mikroskopischen Veranderungen unterlag gewissen
Ungenauigkeiten, da sie durch das menschliche Auge und die subjektive
Wahrnehmung und nur unterstitzend durch computergesteuerte Messungen

erfolgte. Sie war zudem abhangig vom Farbegrad der Praparate und der
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Mikroskopeinstellung. Da alle Praparate von nur einer Person (Anja Flister,
Doktorandin) hergestellt, gefarbt und mikroskopisch ausgewertet wurden, ist eine
Vergleichbarkeit der Ergebnisse gegeben. Die Datenauswertung erfolgte nicht
verblindet, da in die eben genannten Prozesse nur 1 Person involviert war. Eine
mogliche Verblindung verschiedener Ablaufe und Auswertungen ware fur

Folgestudien zu diskutieren.

Die Recherche zu diesem Thema ergab haufig widersprichliche Ergebnisse, die
unter anderem auch durch verschiedene Messzeitpunkte und
Beobachtungszeitraume bedingt waren. Diese Studie endete nach 180 min
Reperfusion, was nur einen sehr geringen Zeitraum darstellt. Eine weiterfiihrende
Betrachtung zum Beispiel der ersten 24 oder 48 Stunden nach der Operation ware
sicherlich sinnvoll und konnte zum besseren Verstandnis friher postoperativer

Komplikationen beitragen.

Eine weitere Limitation dieser Studie ist, dass vorrangig nur die strukturellen und
immunhistochemischen Veranderungen der Entziindungsreaktion betrachtet wurden.
Interessant wére gewesen, ob die beobachteten Veranderungen auch schon zu
funktionellen Auswirkungen wie einer Stoérung des Gasaustausches gefuhrt haben.
Eine Betrachtung der Blutgasanalysen zu den entsprechenden Zeitpunkten der
Biopsieentnahme und Datenerhebung erscheint hier sinnvoll und kénnte zusatzliche
Erkenntnisse zu funktionellen Stérungen bringen, wirde dann aber ein
abgewandeltes Studiendesign im Hinblick auf die Beatmungsparameter erfordern, da

die Ergebnisse durch gegenregulatorische MalRnahmen beeinflusst werden kdnnen.

Die Ergebnisse der hier vorliegenden Studie lieBen vermuten, dass nicht nur die
Ischdmiezeit in der Lunge, sondern auch in anderen Organen, wie zum Beispiel dem
Gastrointestinaltrakt, ausschlaggebend fiir die Aktivierung der Entziindungsreaktion
in der Lunge war. Die selektive Lungenperfusion allein konnte die
Entzindungsreaktion in der Lunge nicht verringern. Zur besseren Interpretierbarkeit
sollten auch Ischamieparameter aus dem Splanchnikusgebiet erfasst werden, um

eine magliche Minderperfusion in diesem Bereich feststellen zu kénnen.

Denkbar ware sicherlich auch die Bestimmung weiterer Parameter zu Differenzierung
der Ischamie (HIF-1a oder HSP70) und Entziindungsreaktion (IL-1, IL-6, IL-8, IL-10
oder Adhasionsmolekile wie ICAM, VCAM).
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Viele Operationen am offenen Herzen sind nur durch die Umleitung des Blutes in
einen extrakorporalen Kreislauf moglich. Dabei wird zu verschiedensten Zeiten das
Komplementsystem aktiviert, was uUber die Freisetzung zahlreicher Mediatoren zu
einer systemischen Entzindungsreaktion fuhrt. Wichtige Ausloser dieser Kaskade
sind vor allem der Kontakt des Blutes mit den unphysiologischen Oberflachen der
HLM sowie die Gewebeschéadigung durch Ischdmie und Reperfusion.

Die klinische Manifestation der systemischen inflammatorischen Reaktion ist von
Patient zu Patient unterschiedlich. Die pulmonale Dysfunktion z&hlt dabei zu den
haufigsten postoperativen Komplikationen nach Operationen mit Herz-Lungen-
Maschine (HLM).

In einer experimentellen Studie am Schwein wurden vier verschiedene
Modifikationen von HLM-Systemen (grof3e HLM, beschichtete HLM, kleine HLM mit
Lungenperfusion [LP], kleine HLM ohne LP) gegenibergestellt und mit dem off pump
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coronary artery bypass (OPCAB) — Verfahren als Methode ohne HLM verglichen.
Jeder dieser 5 Gruppen wurden jeweils 6 Versuchstiere zugeordnet.
Hauptaugenmerk wurde auf das Organsystem Lunge gelegt. Dabei sollte eine
Moglichkeit zur Reduzierung der Entziindungsreaktion in der Lunge gefunden

werden.

Alle Versuchstiere wurden narkotisiert und unter optimalem Monitoring
thorakotomiert. In 4 Gruppen wurde die entsprechende HLM angeschlossen und es
folgte eine 90-mindtige Ischamiephase sowie eine anschlieBende 180-mindtige
Reperfusions- und Nachbeobachtungsphase. Die OPCAB-Gruppe stellte ein Schein-
OP-Verfahren ohne HLM dar. Nach der Thorakotomie wurden die Tiere fir 270 min
in Narkose belassen, um dem zeitlichen Ablauf der Verfahren mit HLM zu
entsprechen. Bei allen Tieren erfolgten zu 10 verschiedenen Zeitpunkten
Lungenbiopsien und Blutentnahmen: Ausgangsbefund, nach 30, 60 und 90 min
Ischdmie bzw. OPCAB, nach 30, 60, 90, 120, 150 und 180 min Reperfusion bzw.
post-OPCAB. Die Lungenbiopsien wurden aufbereitet und jeweils eine Hamatoxylin-
Eosin-Farbung  zur  Bestimmung  der  Alveolarwandbreite  sowie  ein
immunhistochemischer Nachweis von Tumornekrosefaktor alpha (TNF-a)
durchgeflihrt. Dabei wurden Veranderungen des Anteils an TNF-a-positivem Gewebe
im peribronchialen, perivaskularen und peripheren Lungengewebe unterschieden.
Zusatzlich wurde das pra— und postoperative Nass—Trockengewicht—Verhaltnis des

Lungengewebes bestimmit.

Die Auswertung der intraoperativ gewonnenen klinischen Parameter ergab fur den
mittleren arteriellen Druck und das Herzzeitvolumen weitestgehend konstante Werte
in allen Gruppen. Signifikante Unterschiede stellten sich dagegen bei Betrachtung
der Laktatkonzentrationen im Blut sowie bei der Auswertung der Lungenbiopsien dar.
Die OPCAB-Gruppe zeigte bei Betrachtung der Laktatkonzentration, des pulmonalen
Wassergehaltes, der Breite der Alveolarwande sowie der pulmonalen TNF-a-
Freisetzung keine Veranderungen im Operationsverlauf. In der Gruppe grof3e HLM
dagegen kam es zum signifikanten Anstieg der Laktatkonzentration. Der pulmonale
Wassergehalt nahm im Operationsverlauf signifikant ab. Die pulmonale TNF-a-
Freisetzung stieg mit Beginn der Reperfusion signifikant an, erreichte aber am Ende
des Versuches wieder Konzentrationen ohne signifikanten Unterschied zum OPCAB-
Verfahren. Bei den Versuchstieren der Gruppe beschichtete HLM konnten im
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Wesentlichen keine statistisch relevanten Anderungen der Laktatkonzentration und
pulmonalen TNF-a-Freisetzung nachgewiesen werden. Jedoch wurde eine im
Vergleich zur OPCAB-Gruppe signifikante Zunahme des pulmonalen
Wassergehaltes mit signifikanter Verbreiterung der Alveolarwande im zeitlichen
Verlauf der Operation festgestellt. Operationen mit der kleinen HLM (mit und ohne
LP) fihrten zu einem signifikanten Anstieg der Laktatkonzentration sowie zu einer
signifikanten Zunahme des TNF-a-positiven Lungengewebes mit jeweils statistisch
relevanten Unterschieden zur OPCAB-Gruppe. Im Hinblick auf den pulmonalen
Wassergehalt konnte lediglich bei dem Verfahren ohne LP eine signifikante Zunahme
des Lungenwassers verzeichnet werden, die jedoch keine Auswirkung auf die

Alveolarwandbreite hatte.

Zusammenfassend kam es in der OPCAB-Gruppe zur keiner wesentlichen
Aktivierung der Entziindungsreaktion, dafir aber bei beiden Verfahren mit kleiner
HLM zur starksten Aktivierung der inflammatorischen Reaktion. Die kontinuierliche
Lungenperfusion konnte dabei keinen Vorteil aufzeigen. Weiterhin war das Heparin-
beschichtete System den anderen HLM-Verfahren hinsichtlich der Aktivierung der
Entziindungsreaktion Uberlegen mit signifikant geringeren Werten fur Laktat und
TNF-a-positives Lungengewebe, fuhrte aber zu einer relevanten Zunahme des

pulmonalen Wassergehaltes.
Am Ende dieser Arbeit sollte die Beantwortung folgender Fragen mdglich sein:

1. Ist das OPCAB-Verfahren im Hinblick auf die Entzindungsreaktion in der
Lunge den Verfahren mit HLM wirklich Gberlegen?
Ja. Bei diesem Verfahren ohne HLM kam es zu keiner wesentlichen

Aktivierung der systemischen und pulmonalen Entziindungsreaktion.

2. Wenn die Verwendung einer HLM indiziert ist, bewirkt dann die
Reduzierung der Fremdoberflache auch eine geringere Aktivierung der
inflammatorischen Reaktion?

In der hier vorliegenden Studie kam es trotz Reduzierung der
Fremdoberflache zu einer verstérkten Aktivierung der Entzindungsreaktion.
Eine mogliche Erklarung kénnte der Pumpentyp der HLM sein, der in beiden

Gruppen unterschiedlich war. Es zeigte sich eine deutlich starkere Aktivierung
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der Entzindungsreaktion wunter Verwendung der kleinen HLM mit
Zentrifugalpumpe als durch die grof3e HLM mit Rollerpumpe.

. Wird durch die Oberflachenbeschichtung der HLM-Schlauchsysteme
eine bessere Organprotektion erreicht?

Teilweise. Durch die Verwendung einer Heparin-beschichteten HLM konnten
zwar signifikant geringere Laktatkonzentrationen und eine geringere TNF-a-
Freisetzung in der Lunge, aber auch eine Zunahme des pulmonalen
Wassergehaltes verzeichnet werden. Jedoch zeigten die Vergleichsgruppen

ebenfalls Unterschiede im HLM-Pumpentyp.

. Kann durch eine kontinuierliche Perfusion der Lungenstrombahn bei
Operationen mit HLM der Ischdmie-Reperfusions-Schaden in der Lunge
vermindert werden?

Nein. Die kontinuierliche LP konnte keinen klaren Vorteil gegeniber dem
Verfahren ohne LP zeigen. Jedoch kdnnte auch hier der Pumpentyp eine
entscheidende Rolle spielen und die Zentrifugalpumpe bei kontinuierlicher LP
in der Lunge eher zu Schéden fihren.

. Besteht ein Zusammenhang zwischen der TNF-a-Freisetzung in der
Lunge, dem pulmonalen Wassergehalt und der Alveolarwandbreite?
Ja. Zwischen allen drei Parametern bestand eine positive Korrelation, deren

Ursache anhand dieser Studie nicht geklart werden konnte.

. Korrelieren die lokalen Reaktionen in der Lunge auch mit dem
systemisch bestimmten Ischamieparameter Laktat?

Ja, es zeigte sich ein signifikanter Zusammenhang. Inwiefern die
Minderperfusion des Darms hierbei eine Rolle spielen kdnnte, wurde in dieser

Arbeit nicht untersucht.

. Wenn eine Operation mit HLM notwendig ist, welches Verfahren ist dann
das Beste?

Eine HLM mit Heparin-beschichteter Oberflache unter Verwendung einer
Rollerpumpe ware das beste Verfahren, um eine mdoglichst geringe
Entzindungsreaktion hervorzurufen.

Die Bestatigung dieser Hypothese bleibt Gegenstand zukunftiger Studien.
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8 ANHANG

Tab. 8: MAP (mmHg) aller Gruppen im zeitlichen Verlauf der Operation (Angabe von MW und SEM
aller Versuchstiere einer Gruppe)

OPCAB Kleine HLM, ohne LP Kleine HLM, mit LP Beschichtete HLM Grof3e HLM
1 47,83 + 2,24 51,17 + 2,36 51,17 + 2,20 48,50 = 1,69 51,33 =+ 3,13
2 4950 + 245 4750 + 3,34 51,00 + 4,97 51,33 + 2,40 46,00 + 2,58
3 52,83 =+ 1,82 50,67 +* 5,16 62,00 £ 8,55 56,67 = 3,95 49,67 + 2,38
4 50,83 + 1,85 59,17 + 3,45 58,17 + 7,80 52,17 + 4,56 50,83 = 2,64
5 52,33 =+ 1,43 64,67 = 5,04 6550 + 6,94 54,50 =+ 5,81 62,50 * 4,36
6 53,67 +* 1,93 61,67 * 6,26 60,00 + 2,39 62,17 + 3,98 57,67 + 10,37
7 53,50 = 3,02 57,67 =+ 3,16 55,83 + 5,03 54,67 + 3,35 60,50 * 5,93
8 54,17 + 1,68 63,00 + 4,54 54,83 + 5,56 54,17 + 2,34 62,83 = 2,12
9 56,33 = 2,17 6150 = 2,83 57,33 + 4,69 53,17 + 1,66 60,83 = 1,74
10 | 58,00 + 3,83 60,67 = 2,59 52,17 + 3,03 53,50 +* 1,36 62,33 + 0,95

Tab. 9: HZV (I/min) aller Gruppen im zeitlichen Verlauf der Operation (Angabe von MW und SEM aller
Versuchstiere einer Gruppe)

OPCAB Kleine HLM, ohne LP Kleine HLM, mit LP Beschichtete HLM GrofRe HLM
1 282 = 0,24 3,73 + 0,21 348 = 0,24 3,22 =+ 0,27 33 + 031
2 3,25 + 0,30 3,37 + 0,12 393 + 044 345 = 0,25 341 + 0,32
3 3,67 + 0,16 346 + 0,13 4,06 £ 0,20 3,19 £ 0,20 3,46 + 0,23
4 3,36 + 0,13 324 + 0,15 349 + 0,30 3,17 £ 0,28 332 + 0,26
5 3,22 + 0,25 355 + 0,31 352 + 0,36 255 + 0,34 3,71 + 0,19
6 3,66 + 0,16 3,73 + 0,46 394 + 0,34 350 £ 0,25 4,13 =+ 0,38
7 3,63 £ 0,24 3,77 = 0,39 341 = 047 3,26 £+ 0,23 431 = 0,75
8 3,71 + 0,36 4,07 £+ 0,65 350 + 0,33 359 £ 0,112 456 = 0,56
9 3,62 + 0,37 460 * 0,50 3,67 + 042 390 £ 0,23 455 = 0,53
10| 3,35 = 0,29 463 * 041 3,50 + 0,67 3,76 £ 0,37 455 + 0,47




Anhang 104

Tab. 10: Laktatkonzentration (mmol/l) aller Gruppen im zeitlichen Verlauf der Operation (Angabe von
MW und SEM aller Versuchstiere einer Gruppe)

OPCAB Kleine HLM, ohne LP Kleine HLM, mit LP Beschichtete HLM GroRe HLM
1 3,85 + 0,88 4,72 £ 0,77 268 + 0,58 4,15 + 0,33 518 + 0,99
2 248 += 0,56 562 + 1,10 4,37 £ 0,90 3,70 £ 0,14 583 + 1,06
3 2,38 + 0,65 522 + 0,97 562 + 1,28 3,97 £ 0,36 713 + 1,04
4 2,27 = 0,66 517 + 1,05 6,55 + 1,49 4,03 £+ 0,51 8,02 + 0,93
S 238 + 0,55 6,02 + 148 825 + 184 450 + 0,59 8,68 + 0,86
6 248 += 0,77 6,37 + 2,01 8,02 + 2,00 4,27 + 0,45 8,75 + 0,70
7 262 + 111 6,08 + 2,06 740 = 2,20 430 + 0,50 9,92 + 1,73
8 2,78 + 1,38 598 + 1,71 6,85 + 1,97 480 * 0,83 9,85 + 2,13
9 290 + 157 6,98 + 147 795 + 1,99 532 £ 1,32 10,17 + 2,54
10| 247 + 122 7,75 = 1,63 10,22 + 2,57 550 = 1,57 10,37 = 281

Tab. 11: pulmonaler Wassergehalt (%) aller Gruppen pra- und postoperativ und die prozentuale
Angabe der Veradnderung des pulmonalen Wassergehaltes (Angabe von MW und SEM aller
Versuchstiere einer Gruppe)

MW Wassergehalt MW Wassergehalt MW
Gruppe p .
vor OP [%] nach OP [%)] Differenz

OPCAB 79,20+ 1,70 79,98 + 3,24 0,84 5,89+ 1,95
kleine HLM, ohne LP 80,72 £ 0,74 83,71 +1,03 0,04 2,98 +1,68
kleine HLM, mit LP 83,48 £1,70 81,95 + 0,63 0,42 2,84 +0,79
beschichtete HLM 81,84 +0,79 84,64 +1,22 0,04 3,22 +0,70
groRe HLM 81,21 £ 0,98 76,33+ 1,86 0,04 4,88 +2,10

Tab. 12: Alveolarwandbreite (um) aller Gruppen im zeitlichen Verlauf der Operation (Angabe von MW

und SEM aller Versuchstiere einer Gruppe)

OPCAB Kleine HLM, ohne LP Kleine HLM, mit LP Beschichtete HLM GroR3e HLM
1] 23 + 024 242 + 0114 263 + 0,33 212 + 0,07 260 + 0,23
2 | 223 + 017 2,66 + 0,15 281 + 0,33 229 + 0,10 292 + 0,38
3 | 251 + 021 2,56 + 0,09 291 + 0,35 2,47 + 0,11 2,87 + 0,33
4 | 249 + 0,18 2,70 + 0,10 282 + 042 2,72 + 0,08 300 + 0,28
> | 259 + 0,16 283 + 0,18 295 + 0,37 261 + 0,05 2,87 + 0,35
6 | 238 + 015 2,95 + 0,31 293 + 037 2,58 + 0,09 250 + 0,23
7| 240 + 017 2,77 £ 0,32 291 + 0,38 259 + 0,09 2,86 = 0,54
8 | 234 + 017 2,75 + 0,29 2,73 + 017 2,60 + 0,07 2,67 + 041
9 | 237 + 015 2,75 + 0,27 2,77 + 0,19 281 + 0,10 252 + 042
10| 241 + o018 271 + 022 261 + 0,16 272 + 0,07 245 + 0,29
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Tab. 13: Anteil peribronchiales TNF-a-positives Lungengewebe (%) aller Gruppen im zeitlichen
Verlauf der Operation (Angabe von MW und SEM aller Versuchstiere einer Gruppe)

OPCAB Kleine HLM, ohne LP Kleine HLM, mit LP Beschichtete HLM GroRe HLM
1 1,15 + 0,11 1,15 + 0,08 138 =+ 0,11 0,87 + 0,11 0,89 + 0,07
2 1,32 + 0,16 1,17 + 0,07 150 + 0,12 0,99 * 0,12 1,14 + 0,06
3 1,29 + 0,18 121 + 0,21 152 + 0,13 0,99 + 0,14 1,16 + 0,12
4 1,30 + 0,12 1,48 = 0,15 156 = 0,19 1,10 =+ 0,15 1,18 + 0,08
S 121 + 0,17 1,78 =+ 0,14 1,67 = 0,09 145 = 0,17 184 + 0,17
6 138 + 0,15 1,73 =+ 0,14 1,89 + 0,21 150 + 0,18 1,88 + 0,13
7 138 + 0,23 2,00 + 0,17 1,80 + 0,18 159 + 0,16 1,72 =+ 0,12
8 131 + 0,20 203 = 0,21 1,82 + 0,16 168 =+ 0,19 201 £+ 0,14
9 123 + 0,25 193 = 0,14 1,85 + 0,12 1,39 = 0,23 148 = 0,16
10| 115 + 027 193 =+ 0,18 1,71 £+ 0,11 1,22 £ 0,17 126 + 0,13

Tab. 14: Anteil perivaskulares TNF-a-positives Lungengewebe (%) aller Gruppen im zeitlichen Verlauf
der Operation (Angabe von MW und SEM aller Versuchstiere einer Gruppe)

OPCAB Kleine HLM, ohne LP Kleine HLM, mit LP Beschichtete HLM GroRe HLM
1 1,27 = 0,13 1,25 =+ 0,10 153 £ 0,12 0,85 + 0,14 1,00 + 0,08
2 1,44 = 0,25 1,25 =+ 0,08 139 £+ 0,11 0,97 + 0,11 1,12 + 0,05
3 136 + 0,34 1,34 = 0,20 153 =+ 0,14 1,11 £ 0,10 1,10 = 0,12
4 129 + 0,21 1,68 = 0,22 158 + 0,19 1,02 + 0,16 1,07 + 0,13
S 131 + 0,18 1,75 = 0,11 1,70 =+ 0,16 135 = 0,14 165 = 0,15
6 134 + 0,19 1,63 + 0,09 2,03 + 0,19 155 + 0,13 194 + 0,15
7 1,49 = 0,35 192 = 0,17 201 = 0,25 192 £ 0,12 1,81 = 0,27
8 132 + 0,24 1,97 + 0,22 2,12 + 0,17 146 = 0,15 1,76 = 0,05
9 1,21 + 0,29 206 + 0,14 19 = 0,15 149 = 0,24 169 = 0,17
10| 1115 + 0,19 209 + 0,19 1,81 + 0,13 141 = 0,20 1,44 = 0,07

Tab. 15: Anteil peripheres TNF-a-positives Lungengewebe (%) aller Gruppen
Operation (Angabe von MW und SEM aller Versuchstiere einer Gruppe)

im zeitlichen Verlauf der

OPCAB Kleine HLM, ohne LP Kleine HLM, mit LP Beschichtete HLM GroRe HLM
1 1,23 =+ 0,19 1,24 =+ 0,10 151 £ 0,21 1,04 = 0,05 0,95 + 0,05
2 1,48 = 0,26 1,25 = 0,07 1,47 = 0,13 1,00 £ 0,11 1,11 =+ 0,08
3 124 + 0,19 1,29 + 0,17 165 + 0,13 1,14 + 0,13 1,04 = 0,09
4 1,29 + 0,12 1,80 = 0,24 152 + 0,11 1,04 + 0,18 1,07 = 0,07
S 1,44 = 0,16 165 = 0,14 1,76 = 0,20 153 £ 0,15 1,72 = 0,17
6 1,34 = 0,21 1,79 £ 0,16 206 + 0,18 1,39 =+ 0,20 19 + 0,13
7 1,36 + 0,24 191 + 0,16 197 + 0,28 161 + 0,15 1,70 = 0,16
8 152 + 0,29 227 + 0,19 198 + 0,17 147 = 0,23 196 = 0,10
9 1,09 + 0,23 1,98 + 0,08 191 + 0,20 158 = 0,20 167 =+ 0,21
10| 122 + 025 1,74 = 0,13 1,88 + 0,16 1,18 + 0,20 1,40 = 0,12
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Tab. 16: Anteil gesamtes TNF-a-positives Lungengewebe (%) aller Gruppen im zeitlichen Verlauf der
Operation (Angabe von MW und SEM aller Versuchstiere einer Gruppe)

OPCAB Kleine HLM, ohne LP Kleine HLM, mit LP Beschichtete HLM GrofRe HLM
1 1,22 + 0,08 1,21 + 0,05 147 = 0,09 0,92 + 0,06 0,95 + 0,04
2 1,41 =+ 0,12 1,22 + 0,04 145 = 0,07 0,99 + 0,06 1,12 + 0,03
3 1,30 + 0,14 1,28 + 0,10 157 = 0,07 1,08 + 0,07 1,10 + 0,06
4 1,29 + 0,08 165 = 0,12 156 = 0,09 1,05 + 0,09 1,10 + 0,05
S 1,32 + 0,09 1,73 = 0,07 1,71 + 0,08 1,45 = 0,09 1,73 = 0,09
6 1,35 + 0,10 1,72 = 0,07 2,00 + 0,11 1,48 = 0,10 1,90 = 0,07
7 1,41 =+ 0,15 1,94 = 0,09 193 =+ 0,13 1,70 = 0,09 1,74 = 0,10
8 1,38 = 0,14 2,09 + 0,12 1,97 + 0,09 154 = 0,11 191 = 0,06
9 1,17 = 0,14 1,99 = 0,07 1,90 = 0,09 148 = 0,12 161 = 0,10
10 1,17 £ 0,13 192 £+ 0,10 1,80 £ 0,07 127 + 011 1,36 + 0,06
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