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l. EINLEITUNG

Nach 20-jahriger Forschung kam die Herz-Lungen-Mamcunter der Leitung von J.H.
Gibbon erstmals am 5. Mai 1953 erfolgreich zur Andueng. Dieser Durchbruch in der
Entwicklung der extrakorporalen Zirkulation fuhite den letzten 50 Jahren zu einer
kontinuierlichen Verbesserung nicht nur der Techsindern auch der verwendeten
Materialien. Mittlerweile stellt der kardiopulmom®aBypass ein routiniertes Verfahren
dar, das vor allem im Rahmen der Koronar- und Hapgenchirurgie, aber auch zur
Korrektur kongenitaler Vitien eingesetzt wird. {36pH{96}{117}

Die Herz-Lungen-Maschine ermdglicht durch die Itta der Herz- und
Lungenfunktion Operationen am offenen und stillgede Herzen. Dabei wird die
Pumpleistung des Herzens von einer Rollerpumpenidbemen und der Gasaustausch
der Lunge durch den Oxygenator gewahrleistet. Didefr verwendeten Film- und
Bubble-Oxygenatoren wurden in den 70er Jahren ddean Membran-Oxygenator
ersetzt, der aufgrund der Trennung von Blut- ungpBase Uber eine mikroporése
Hohlfasermembran die natirliche Situation der Lumgsgtgehend simuliert und das
durch die Bubble-Oxygenatoren verursachte Auftret®m Gasembolien deutlich
reduziert. {19438K55}{114}

Bis heute ist es jedoch nicht gelungen, ein amtititogenes, hamokompatibles
Material zu entwickeln, das in der Lage ist, dechsam natirlichen Endothel im
Gleichgewicht befindenden Prozess der Gerinnungsaking und —inhibition zu
simulieren. Der Kontakt des Blutes mit der nichwthelialen Oberflaiche des
extrakorporalen Kreislaufsystems fuhrt zu eineriigtung des Gerinnungssystems,
der Fibrinolyse sowie der Komplementkaskade und zilslem einen stimulierenden
Einfluss auf die Blutzellen (Leukozyten, Thrombcmyt sowie die Zellen des
GefalRendothels aus. Als Folge dieser durch die esegtgten Fremdoberflachen
induzierten Aktivierungsmechanismen kann postoperatas sogenannte Post-
Perfusions-Syndrom auftreten, das im schlimmstenll Faur systemischen
Entzindungsreaktion (SIRS), zum akuten Lungenversag(ARDS), zu
Multiorganversagen (MOF) oder zu einer Sepsis fiitkann. Des Weiteren kénnen

durch den Einsatz der Herz-Lungen-Maschine Wasasau- Elektrolytstérungen, eine



Hyperglykdmie, Nierenfunktionsstérungen sowie n#&agische Komplikationen
hervorgerufen werden.

Da der Einsatz der Herz-Lungen-Maschine einersemser jingere Kinder und
andererseits immer altere Erwachsene mit multip@munderkrankungen Dbetrifft,
besteht eine erhdhte Wahrscheinlichkeit fur dastratén dieser Abwehrreaktionen
infolge des kardiopulmonalen Bypasses. {19{42H{%317}{118}

Der schadigende Einfluss der extrakorporalen Zatkoh auf die Koérperfunktionen
beruht jedoch nicht allein auf der Interaktion &bgtes mit der kinstlichen Oberflache,
sondern auch auf Faktoren wie Hypothermie, Hamadily Hamodynamik sowie auf
dem chirurgischen Eingriff. {8}{52}

Blutungskomplikationen nach dem kardiopulmonalerp@s sind einerseits auf eine
verminderte Plattchenfunktion und -zahl, anderé&sseauf eine ungenigende
Antagonisierung des préoperativ  systemisch verelien Heparins, eine
ProtaminUberdosierung oder auf das sogenannte iddRabound-Phédnomen
zuruckzufihren. {19153}



1. Biokompatibilitét von kiinstlichen Oberflachen

Die blutkontaktierende Innenoberflache der HerzdeamMaschine betragt ca. 3 m2.
{118} Der Kontakt des Blutes mit der kunstlichen éfiéche fuhrt zu einer
pathophysiologischen Antwort des Organismus im &immner Stimulierung von
zelluldren und humoralen Komponenten des Blutes, zlenen das
Kontaktphasensystem, die Gerinnungskaskade, dasndijtische System, das
Komplementsystem sowie Thrombozyten und Leukozytgmzahlt werden. Eine
Aktivierung dieser Systeme oder Zellen kann das. d8gst-Perfusions-Syndrom
hervorrufen das mit Symptomen, wie pulmonaler und renaler Dydion, Fieber
nicht-infektioser Ursache sowie neurologischen Yideiungen einhergeht und zu den
oben (Kapitel I) genannten Komplikationen fuhrenka{39}{116}{118}{122}

Die Interaktion des Blutes mit der Fremdoberfladieruht hauptsachlich auf einer
unzureichenden Biokompatibilitat bzw. Hamokompditéti der im extrakorporalen
Zirkulationsverfahren eingesetzten Materialien.

Biokompatibilitat wird definiert als das Ausmal3,dem ein kinstliches Material vom
menschlichen Korper toleriert wird, und beschresioimit die Vertraglichkeit von
Werkstoffen mit dem korpereigenen Gewebe. {104}{}L18ealerweise sollten die
Materialien den Kontakt mit dem Blut erlauben, olul@ss es zu einer Aktivierung der
verschiedenen Blutkomponenten oder Freisetzungdbgr Produkte aus dem Material
kommt. {42}

Die Konzentration an bioaktiven Substanzen in dekufation nach dem Kontakt mit
einer Fremdoberflache reflektiert somit die Biokatipilitdit des verwendeten
Materials. {41}

Ein bedeutendes Kriterium fir die Thrombogenitéieeikiinstlichen Oberflache ist die
Adsorption von Plasmaproteinen wie Fibrinogen, moclekularem Kininogen
(HMWK), Vitronektin oder Faktor Xll. Vor allem Filmogen beschichtet schnell die
Fremdoberflache und aktiviert besonders stark Thamyten zur Adhasion und
Aggregation an derselben.

Eine Methode zur Vermeidung der Aktivierung dersebiedenen Blutbestandteile
stellt die pharmakologische Inhibition der Schllsseyme der Kaskadenreaktionen
dar. {27}{118}



Eine andere Madglichkeit besteht in der Verbesserdag Biokompatibilitat der im
extrakorporalen Zirkulationsverfahren eingesettéaterialien durch eine Vergitung
der Oberflachen zur Optimierung der Materialeigbagen.

In Bezug auf die Oberflachenvergutung konnen zwessdBichtungstechniken
unterschieden werden: dioaktive und diebiopassiveBeschichtung. {39}{119}

Es darf jedoch nicht die Tatsache aufRer Acht getasgerden, dass die zellulare und
humorale Aktivierung wahrend der Rezirkulation ninhr Gber den Kontakt des Blutes
mit der Fremdoberflache stimuliert wird, sonderctadurch den chirurgischen Eingriff
sowie die wahrend der Operation bestehenden Bealjgguverursacht werden kann.
{117}

2. Bioaktive Oberflachenbeschichtung

Zur Herstellung einer biologisch aktiven Oberflacherden Substanzen wie Heparin,
Hirudin, Phosphorylcholin, Wachstumsfaktoren od@-Nonatoren eingesetzt. {119}

2.1  Verbesserung der Biokompatibilitat durch Heparn

2.1.1 Heparin

1916 isolierte der Medizinstudent McLean eine garimgshemmende Substanz aus der
Leber, die 1922 aufgrund ihres Entdeckungsortebdl e lat.hepar) Heparin genannt
wurde.

Heparin ist ein korpereigenes Antikoagulans, das atbem in den basophilen
Granulozyten und Mastzellen der Leber, Lunge undrigdarmmukosa vorkommt und
aus Glucosaminschwefelsaure und Schwefelsaureed¢er®lucuronsaure aufgebaut
ist. Die Mastzellen gelten vermutlich als wichtgystSyntheseort dieses sulfatierten
Glucosaminoglykans, da der Heparingehalt eines Gesvait der Anzahl der in diesem
Gewebe vorkommenden Mastzellen korreliert. {10}{682}{88}



Heparin weist jedoch keine einheitliche Molekulktur auf, sondern besteht aus einem
Gemisch aus verschiedenen Verbindungen mit ahmli@eccharid-Grundstruktur,
unterschiedlicher Kettenlange und unterschiedlicidatekulargewicht. Die Wirkung
des Heparins beruht auf seinem stark anionischearakter, der die Bindung an
Kationen und kationische Eiweil3kdrper ermoglici0}

Unfraktioniertes Heparin (UFH, Standardheparink da therapeutischen Zwecken aus
Schweineintestinalgewebe oder Rinderlungen gewonneird, besitzt ein
Molekulargewicht von 5000-30.000 D und eine Halltazgit von ca. 1,5 Stunden. Bei
fraktionierten, niedermolekularen  Heparinen (NMH) agdgen liegt das
Molekulargewicht bei 4000-9000 D und die Plasmahaliszeit betragt 2-4 Stunden.
Heparin kann nur nach parenteraler Gabe absonvenden und wird tber die Nieren
ausgeschieden. Im Gegensatz zum NMH, das nur Gbaedale Clearance eliminiert
wird, kann UFH auch Uber das retikulo-endotheli@lstem (RES) abgebaut werden,
was die kirzere Halbwertszeit dieses Standardhegparklart. {26}{60}{88}{120}

Die antikoagulatorische Wirkung des Heparins ssbfort ein und beruht vor allem auf
der Bindung an Antithrombin Il Uber eine spezifisc Kohlenhydratsequenz des
Heparins. Diese Bindung fuhrt zu einer Konformasiémderung des Antithrombins,
wodurch es zu einer effizienteren Inaktivierung @&rinnungsfaktoren Thrombin und
Xa kommt. Die Bildung des Thrombin-Antithrombin-Klomplexes (TAT) wird dabei
um das 1000fache erhoéht. Wahrend UFH bevorzugtndiktivierung von Thrombin
akzelerieren, wirken NMH hauptsachlich auf denva&tien Faktor X. {26}{63}{83}

Die Heparinwirkung ist abhangig von der Konzentmatian Antithrombin Il und
Fibrinogen im Blut. Daraus folgt, dass die geringglremmende Wirkung des Heparins
bei verminderter Antithrombin 1ll- und erhohter FRillgen-Konzentration
abgeschwacht ist. {10}

UFH besitzen eine hohere Affinitdt zu Plasmapraejn Endothelzellen und
Makrophagen als NMH und werden nach subkutaner intl@vendser Gabe rasch an
diese Zellen gebunden. Erst nach erfolgter Satggder Bindungsstellen ist der
therapeutisch wirksame Heparinspiegel im Blut ehei Durch das an die
Endothelzelloberflache gebundene Heparin wird digative Ladung der Gefallwand

verstarkt und dadurch die athrombogenen Eigensahadtts Endothels verbessert.



In den Endothelzellen stimuliert Heparin die Bilguwon Heparansulfat, das zur
Aktivierung von Antithrombin Il in der Lage ist26444}

Weitere Effekte des Heparins sind die Inhibitiom\®erinproteasen tber den Heparin-
Kofaktor Il, die Hemmung von Sensibilisierungsreaken z.B. Gber die Inhibition von
Komplementfaktoren, die Aktivierung von Makrophagand Leukozyten und die
Wirkung auf Hormone wie z.B. Thyroxin oder ACTH.34120}

Im Verlauf einer Therapie mit Heparin kann es zemnwiinschten Nebenwirkungen wie
Blutungen, verzogerte Wund- oder Frakturheilungte@gsorose oder reversiblem
Haarausfall kommen. Eine weitere unerwinschte Wigkules Heparins stellt die
heparininduzierte Thrombozytopenie (HIT) dar. Mamewnscheidet dabei die reversible
HIT Typ I (5-10 %), die frihzeitig nach Therapieb@y eintritt von der HIT Typ I
(0,5-3 %), die sich erst zwischen dem 5.-11.Taghnideparinexpostion bemerkbar
macht und zu lebensbedrohlichen thrombembolischemikationen fihren kann.
{26}

Die Antagonisierung des Heparins erfolgt mit dentidat Protaminsulfat oder —chlorid
im Verhaltnis 1:1 (1 ml Protamin fir 1000 I.E. Hepa Protamin ist ein basisches
argininreiches Protein aus dem Spermatozoid einkgeche, das durch Bindung an
Heparin dessen Wirkung neutralisiert. Zu beactggrdass Protamin bei Uberschissiger
Gabe ebenfalls eine gerinnungshemmende Wirkungigrzmd so eine hamorrhagische
Diathese hervorrufen kann. {10}{82}{120}

Eine zu schnelle Protaminzufuhr kann zudem zu difesz-Kreislauf-Depression mit
Blutdruckabfall und Tachykardie fihren. Nach detagonisierung des Heparins durch
Protamin besteht aul3erdem die Gefahr, dass inbevioal 1-18 Stunden eine erneute
verminderte Gerinnbarkeit des Blutes auftritt. RresMlechanismus, dessen genauer
Vorgang kontrovers diskutiert wird, bezeichnet nat;sogenannten Heparin-Rebound-
Effekt. {53}

Heparin wird therapeutisch eingesetzt zur Thrompragehylaxe, zur Behandlung von
Thrombosen, als Marcumar-Ersatz wéahrend einer @paraowie zur Antikoagulation

wahrend der extrakorporalen Zirkulation (DialyseoHerz-Lungen-Maschine). {33}



2.1.2 Heparinbeschichtung

Die Beschichtung von Oberflaichen mit dem Antikoaggl Heparin soll die
antithrombotische Wirkung von Heparansulfat am riatien Endothel imitieren und
dadurch zu einer verbesserten Materialvertraglittikeren.

Die effektivste Heparinbeschichtungsmethode nacimlLet al. beinhaltet die kovalente
Bindung der Haparinmolekiile an die Materialobeti&cDie Bewahrung der aktiven
Sequenzen des Heparins erfolgt dabei Uber die Tleclen Endpunktbefestigung, die
somit eine bioaktive Oberflachenstruktur gewahréiq75}{118}

Die Hypothese, dass die Reduzierung der thrombogedigerflacheneigenschaften
durch die Heparinbeschichtung auf der heparinireftean Beschleunigung der Bildung
von Thrombin-Antithrombin-lll-Komplexen beruht, kan heute nicht mehr
aufrechterhalten werden.

Die Oberflachenbeschichtung mit Heparin bewirktImighr eine Adsorption von
antikoagulatorischen und —inflammatorischen Faktaned eine reduzierte Adhasion
von prokoagulatorischen und —inflammatorischen dtneh. Diese selektive oder
modifizierte Adsorption der Plasmaproteine fuhrt Bildung einer blutfreundlichen
Sekunddrmembran auf der kunstlichen Oberflache wathindert eine weitere
Denaturierung und Aktivierung der adsorbierten &rat. {119}{123}

2.1.3 Jostra Bioline Coating

Diese Beschichtungsmethode befindet sich seit 199Binsatz. Die Simulation eines
naturlichen Endothels wird hier durch die Kombioatvon Polypeptiden und aktivem
Heparin erreicht. Auf die Materialoberflache wirdinAchst eine Grundschicht aus
immobilisierten Polypeptiden aufgebracht, die alg.s,link system*” fungiert. Dabel

kann die Adsorption der Polypeptide sowohl auf bypthilen als auch auf hydrophoben
Oberflachen erfolgen. Unter Erhaltung der aktiveep&tinsequenzen wird dann an
diese Grundschicht das hochmolekulare Heparin lgo® N 25.000 der Firma

Hoffmann-LaRoche AG, D kovalent gebunden. Diesbéigta&oppelung des Heparins
wird zusatzlich durch ionische Interaktionen zwistchPolypeptid und Heparin

verstarkt. {25}{117}{119}



3. Biopassive Oberflachenbeschichtung

Obwohl es in Bezug auf das Blut kein wirklich passi Material gibt, wird durch den
Einsatz von Silikonen, loslichen Polymerkunststoffeself assembling surfaces” und
Hydrogelen eine relativ inaktive, nicht-thrombogelaterialoberflache erzielt und

somit die Blut-Material-Interaktionen minimiert. 93119}

3.1 Jostra Safeline

Bei dieser Oberflachenvergitung handelt es sicheima Polypeptidbeschichtung, die
Uber elektrostatische und van-der-Waal s-Kréafte sj{ajisch stabil an die
Materialoberflache gebunden werden. Durch die Arduelg dieses synthetischen
Proteins wird eine Hydrophilisierung der kiinstlio@berflache erreicht.

Bei Kontakt des Blutes mit dieser polypeptidbesatdaten Oberflache kommt es zu
einer beschleunigten Benetzung derselben und spmnitBildung einer biologisch
passiven Oberflache. Durch diese Formation eingglidnen Quasiendothels wird eine
weitere Adhasion von Plasmaproteinen vermiederQj{ii23}

4, Hamostase

Unter dem Begriff der Hamostase werden biochemigtaktionen zusammengefasst,
die der Blutstilung und —gerinnung dienen. Die H&tase stellt demnach einen
physiologischen Schutzmechanismus gegen Blutvedlustder durch ein harmonisches
Zusammenspiel von GefalBwand, Thrombozyten, Blutgeng und Fibrinolyse
gewahrleistet wird und durch positive und negakeedbackmechanismen herauf- oder
herunterreguliert wird. {31{57H59}82}

4.1 Das Endothel

Das die GefaRwande auskleidende Endothel bildet Banriere zwischen GefalRlumen

und interstitiellem Raum und weist eine selektivernfeabilitat auf, die zum einen



durch den das Endothel bildenden einschichtigetv@dand und zum anderen durch
die hohe Stoffwechselaktivitat der Endothelzellewghrleistet wird. {23}

Die Endothelzellen besitzen die Fahigkeit, durah 8ynthese bestimmter Substanzen
auf die Hamostase sowohl férdernd als auch infebi@einzuwirken. {105}

Uber die Bildung von Faktor V, dem von-Willebrandkfor (VWF), Faktor XII-
Aktivator, Gewebefaktor und PAF (platelet activgtifactor) wirkt das Endothel
prokoagulatorisch und stellt dadurch eine thromidegbberflache dar.

Die gleichsinnige elektrische Ladung von Endothélzend Plattchenmembran verleiht
dem Endothel jedoch aufgrund der Coulomb-Abstolknéffe thrombophobe
Eigenschaften.

Das in den Endothelzellen gebildete Heparansulfatl uwie Expression des
Membranrezeptors Thrombomodulin, der sowohl dakiivierung von Thrombin als
auch die Aktivierung des Antikoagulans Protein @s deinerseits die Faktoren Va und
Vlla inhibiert, verursacht, fihren ebenfalls zuegith\thrombogenitat der GefaRwand.
Eine Beeinflussung der Fibrinolyse erfolgt (ber di€reisetzung von
antifibrinolytischen, thrombophilen (PAI-1) und digbrinolyse fordenden Faktoren (t-
PA, u-PA).

Die zudem von den Endothelzellen gebildeten Vaatatibren Stickstoffmonoxid (NO,
endothelium-derived-relaxing factor = EDRF) und Racyclin (PGJ) sowie
Vasokonstriktoren, wie Endothelin-1, ermdglichermd&ndothel die Regulation der
Gefal3weite.

Aufgrund dieser physikalischen (elektronegativ delee Oberflache) und biologischen
Eigenschaften erweist sich die intakte Wand dertdg@iiaiRe als thromboseresistent.
{5H64H73}

Daruber hinaus bewirken die Zellen der Gefal3wanér Ubie Expression von
spezifischen Adhasionsmolekilen und Rezeptoreritmaf Oberflache die Anheftung
von Leukozyten und die darauf folgende Diapedessjunch dem Endothel auch im
Rahmen von Entzindungsreaktionen eine bedeutenteZRéommt. {2367}

Am GefalRendothel befindet sich folglich der Prozdes Aktivierung und Inhibition
von zellularen und humoralen Mechanismen des Bluieseinem standigen
Wechselspiel, um die Fluiditdt des Blutes und dievé&isehrtheit der Gefal3e zu
gewahrleisten. {39}{118}



Im Verlaufe von chirurgischen Eingriffen unter kimglllmonalem Bypass kann es zu
Hypoxie, Thrombinbildung, Produktion von Zytokinennd Verletzungen der
GefaBwand kommen. Dadurch wird die Aktivitat derd&tmelzellen stimuliert und

somit die Hamostase und Leukozytenadhasion besstfl{89}

4.2  Thrombozyten

Thrombozyten oder Blutplattchen sind scheibchenigenkernlose Zellen mit einem
Durchmesser von 1-4 pum und einer Dicke zwischenu®d 0,75 um. Im Blut eines
gesunden Erwachsenen befinden sich ca. 150.000B50Thrombozyten/ul. Die
durchschnittliche Uberlebenszeit der Plattchendggtetwa 5-11 Tage und es werden
taglich ungefahr 35 xf@ellen/l Blut {111} umgesetzt.

Die Bildung der Blutplattchen erfolgt durch Absclhmig aus Megakaryozyten im
Knochenmark, wobei aus einer Knochenmarksriesenzed. 1000 Thrombozyten
entstehen.

Die aus dem Knochenmark freigesetzten Zellen wemieyt in der Milz gespeichert
und kénnen bei Bedarf rasch mobilisiert werden. Bebau der Blutplattchen erfolgt
dann in Lunge, Leber und Milz. {46}{113}

Im Zytoplasma der Thrombozyten befinden sich veestdne Granula, die sich
Granula, elektronendichte Granula und Lysosomeerteilen lassen. Die-Granula
enthalten Plasmaproteine wie Fibrinogen, FaktoFaktor VIII, Fibronectin, Albumin,
Kallikrein, az-Antiplasmin und Thrombospondin sowie Plattchenzgfsehe Proteine
wie Plattchenfaktor 4 (PF4), R-Thromboglobulin (@)Tvon-Willebrand-Faktor (VWF)
und den platelet derived growth factor (PDGF). Weiterer Bestandteil dex-Granula
ist das Glykoprotein P-Selectin (CD62P), das wathmer Plattchenaktivierung auf der
Oberflache exprimiert wird und zur Bildung von Leualten-Thrombozyten-
Aggregaten fihrt, die thrombembolische Komplikaéinrervorrufen kénnen.

In den elektronendichten Granula sind ATP, ADP, GEPP, Serotonin und Calcium
enthalten. {37{62}76}

Die im Blut im Ruhezustand zirkulierenden Thromhkery werden stimuliert durch
freigelegtes Kollagen infolge einer GefalBwandvedet, durch Thrombin, ADP oder

durch den Kontakt mit kiinstlichen Oberflachen. Bldivierung der Plattchen hat eine

10



Formveranderung der Zellen zur Folge: Sie wandéth & kugelige Zellen mit
Pseudopodien um, die an ihrer Oberflache die memshiadigen Rezeptoren
Glykoprotein (GP) Ib und llb/llla exponieren. Diestezeptoren ermoglichen den
Thrombozyten die Adhésion an der verletzten Gef&@@waowie die Aggregation
untereinander. Bei dem GP lIb/llla-Rezeptor-Komphaxdelt es sich um ein Calcium-
abhangiges Heterodimer, das zur Bindung von Filgeno Fibronectin, Vitronectin und
dem vVWEF in der Lage ist. {6 {81}{111}{120}

Die Bindung der Thrombozyten an die subendothelig¢rukturen der Gefal3wand
erfolgt tber den VWF, der an die GP Ib-Rezeptoneth die GP Ilb/llla-Komplexe der
Thrombozyten bindet und zur Brickenbildung zwischasn Plattchen und dem
freigelegten Kollagen fihrt, indem er sich Uber diahionen an die verletzte
GefalRwand heftet. Die Konzentration des von Ende¢éfien und Megakaryozyten
gebildeten vVWF im Plasma betragt 10 pg/ml.

Wahrend nicht stimulierte Blutplattchen kein Filmgen binden kdnnen, erméglicht
eine Aktivierung der Zellen die Bindung von etwaGf® Fibrinogenmolekilen/Zelle
an den GP llb/llla-Rezeptor. Dadurch kommt es zulduBg eines primaren
Thrombozytenaggregates, das durch die Thrombinteite Polymerisation des
Fibrinogens zu Fibrin, sowie durch die Kontraktides Zytoskelettes der Plattchen in
ein stabiles Gerinnsel umgewandelt wird. {5H24KH95}{124}

Die Gerinnselbildung stellt zusammen mit der im#ia Vasokonstriktion nach einer
Gefallverletzung die primare Hamostase dar und vwer die Blutungszeit, deren
Normwert bei 2-4 Minuten liegt, gemessen. {6}

Uber ein offenes kanalikulares System, das die @aamit der Plattchenoberflache
verbindet, werden in dieser Phase innerhalb vodZD-Sekunden die Granulainhalte
der aktivierten Thrombozyten freigesetzt. Dieseideteungsreaktion fihrt wiederum
zur Aktivierung und Aggregation weiterer Thrombaayt Im Gegensatz zu den und
elektronendichten Granula, die ihren gesamten trénatleeren, setzen die Lysosomen
nur etwa 30-55 % der in ihnen enthaltenen saurairdiiysen frei. {6{37{64}{111}
Zusatzlich wird bei der Stimulation der Blutplatechdie Freisetzung von Thromboxan
A2 und platelet activating factor (PAF) aus den Thoomyten induziert, die als sog.
sekundare Plattchenaktivatoren fungieren (sogtipeseedback loops). {5K37}
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Der PAF stellt einen Entzindungsmediator dar, demf3ea seiner
thrombozytenaktivierenden Wirkung einen chemotakts und
phagozytoseaktivierenden Effekt auf neutrophile m@lazyten und Makrophagen
ausubt und sowohl von diesen Zellen als auch vaothelzellen freigesetzt werden
kann. {6}

Die Messung der Thrombozytenaktivierung erfolgt ribdie Bestimmung der
Plasmakonzentrationen von PF4 oder 3-TG ausideranula. {1}

Den wichtigsten Inhibitor der Thromozyten stellsd@rostaglandinderivat Prostacyclin
(PGk) dar, das vor allem in den Endothelzellen aus Bidansaure gebildet wird und
die Plattchenaggregation hemmt. Weitere von den othedzellen sezernierte
Hemmstoffe bilden das Stickstoffmonoxid und das &tep das die

Plattchenaktivierung indirekt tGber die InhibitioanvThrombin beeinflusst. {6}{64}

4.2.1 [3-Thromboglobulin

Das 3-Thromboglobulin ist ein spezifisches Proteidena-Granula der Thrombozyten
mit einem Molakulargewicht von 36.000 D und einalibvertszeit von 100 Minuten.
{93} Es besteht aus vier identischen Untereinheiteacht 10 % des gesamten Inhaltes
dero-Granula aus und besitzt die Fahigkeit, die Prgstatsynthese der Endothelzellen
zu hemmen, wodurch wiederum die Plattchenaggraegatigefordert wird.
{14}{50487}{103}

Bei der Thrombozytenaktivierung durch z.B. ADP, lkdgen, Immunkomplexe,
Thrombin oder Fremdoberflichen werden die Granb#disstoffe, darunter auch R3-
Thromboglobulin, tGber das oben beschriebene offamalikulare System zwischen
den Granula und der Plattchenoberflache freiged&@}{64}{103}

Die R-Thromboglobulin-Werte im Plasma spiegeln g¢ordie Aktivierung der
Thrombozyten wider. {17}

Erhohte Plasmakonzentrationen von 3-Thromboglopbkn einem Referenzwert von
ca. 35 ng/ml, kdnnen bei kinstlichen Herzklappesrokarer Herzkrankheit, akutem
Myokardinfarkt, Diabetes mellitus, pAVK und Lungeaiennembolien festgestellt
werden. Ebenso steigt die Plasmakonzentration Hmielanender glomeruléarer

Filtrationsrate an, da 3-Thromboglobulin Uber diersih ausgeschieden wird. {78}
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4.3 Plamatische Gerinnung

Neben dem im Prozess der primédren Hamostase etdsiam Thrombozytenpfropf (s.
Kapitel 4.2), der dem initialen Verschluss einefdBésion dient, wird die Stelle an der
verletzten Gefal3wand im Zuge der sekundaren Haswglasmatische Gerinnung)
fest verschlossen.

Bei den plasmatischen Gerinnungsfaktoren handeftiah um Glykoproteine, die im
Blut in niedrigen Konzentrationen (1-100 pg/ml) Form von inaktiven Vorstufen
zirkulieren und in einer kaskadenartigen Reakti@émplich dem Komplementsystem,
aktiviert werden. {31485}113}

Die Gerinnungsfaktoren werden zum gréf3ten Teilen ldeber gebildet, ihre Synthese
kann jedoch auch in den Endothelzellen (VWF) undydkaryozyten (FXIII, vVWF)
erfolgen. {57}

Die bei der Aktivierung der Proenzyme erfolgendaitierte Proteolyse erzeugt eine
Konformationsanderung der Molekdle, die die aktiv&entren der Faktoren freilegt.
Die Initiation der Blutgerinnung kann Uber den imgéischen (endogenen) oder
extrinsischen (exogenen) Weg erfolgen und mindet die Aktivierung von Faktor X
letztendlich in der thrombininduzierten Umwandlumgn Fibrinogen in ein stabiles
Fibrinpolymer. {31113}

A. Intrinsisches System

Das intrinsische System wird aktiviert durch den nkkt des Blutes mit

unphysiologischen Oberflachen. Die bei dieser Kktaktivierung beteiligten Faktoren
bilden zusammen da&ntaktphasensystem

Dieses System besteht aus dem Faktor Xl (Hagerkaktor), Préakallikrein (Fletcher-
Faktor, PKK), hochmolekularem Kininogen (Fitzger&laktor, HMWK) und dem

Faktor Xl (Rosenthal-Faktor). Die vier Proteinekalieren in inaktiver Form im

Plasma, wobei PKK, HMWK und Faktor Xl als Komplesbynden vorliegen.

Die Kontaktaktivierung erfolgt durch Bindung des gdaann-Faktors an negativ
geladene Oberflachen wie subendotheliale Struktoder kinstliche Materialien im

extrakorporalen Kreislauf. Die Autoaktivierung déaktor Xl fuhrt zu dessen
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Umwandlung in die Serinproteasen und p-FXlla, wodurch es zur Aktivierung von
Faktor XI sowie zur Bildung von Kallikrein (KK) auPKK kommt. Kallikrein ist in der
Lage, Faktor Xll zu aktivieren und fuhrt dadurch ener Verstarkerschleife (positive
Ruckkoppelung). Neben der Faktor-Xll-Aktivierungt iIKK verantwortlich fir die
Abspaltung von Bradykinin aus HMWAK. Bradykinin weEdm erhoht die
Gefal3permeabilitat, senkt den Blutdruck, flhrt Kontraktion der glatten Muskulatur,
aktiviert neutrophile Granulozyten und setzt demnw€les-Plasminogen-Aktivator (tPA)
aus Endothelzellen frei. {22}{32}{64}{120}

Den wichtigsten Inhibitor des Kontaktphasensystestedlt der C1-Inhibitor dar, der
FXlla und KK durch Komplexbildung inaktiviert. Weite Inhibitoren sindoe-
Makroglobulin, ai-Antitrypsin, az-Antiplasmin  und PAIl (Plasminogenaktivator-
Inhibitor). {13}{120}

Der Uber die Kontaktaktivierung durch freigelegtésllagen oder andere negativ
geladene Oberflachen aktivierte Faktor XH @-FXlla) fihrt Gber die Aktivierung von
Faktor Xl zur Aktivierung von Faktor 1X, der mit Kar VIII als Kofaktor den
Gerinnungsfaktor X aktiviert. {64}{113}

B. Extrinsisches System

Die Aktivierung des extrinsischen Systems erfolgt Gegensatz zum intrinsischen
System innerhalb von Sekunden und wird durch Gewélsbemboplastin, ein

Lipoprotein, das aus verletztem Gewebe freigesetizt, initiert. Das Gewebe-
Thromboplastin verbindet sich in Anwesenheit voriclan und Plattchenfaktor 3
(PF3) mit dem Faktor VII und fuhrt ebenfalls zur t&derung von Faktor X.

{113}120}

C. Fibrinbildung
Der aktivierte Faktor X initiiert Gber die Aktivieng von Faktor V die Formation des
Prothrombin-Komplexes (Prothrombinase) bestehensl EMa, Calcium, PF3 und

Phospholipiden, der durch proteolytische Spaltung ¥rothrombin (Faktor II) zur
Thrombinbildung (Faktor Ila) fihrt.
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Thrombin spaltet von Fibrinogen die vasokonstrilsicht wirkenden Fibrinopeptide A
und B ab und fihrt zur Aneinanderlagerung der vebleihen Fibrinmonomere. Erst
durch den fibrinstabilisierenden, von Thrombin waietiten Faktor Xlla kommt es zur
Ausbildung kovalenter Bindungen zwischen den Fibonomeren und dadurch zu
einem stabilen Fibringerinnsel. {49}{64}{113}

4.4 Inhibition

Den wichtigsten Inhibitor der Blutgerinnung stedlas Antithrombin 11l dar, das die
Faktoren Xlla, Xla, IXa, Xa, sowie Thrombin und Kllein inaktiviert und aufgrund
der durch Heparin beschleunigten Reaktionsgeschgkaid auch als Heparin-Kofaktor
| bezeichnet wird.

Der Inhibitor Protein C, der durch Thrombin aktitigvird, zerstort proteolytisch mit
Protein S als Kofaktor die Gerinnungsfaktoren V .

Als weitere Gerinnungsinhibitoren sind der Hepa€ofaktor II, a-Makroglobulin, ou-
Antitrypsin und der C1-Inhibitor zu nennen. {59}{p4

4.4.1 Antithrombin Il

Das einkettige Glykoprotein Antithrombin 11l mitre@m Molekulargewicht von 58.000
D besteht aus 432 Aminosauren und drei Disulfidkeiicund besitzt eine Halbwertszeit
von 2,8 Tagen. Es wird in der Leber und in den Emelaellen der Gefalie gebildet und
ist normalerweise mit einer Konzentration von 0gllm Plasma vertreten. {547}
Antithrombin 1l wird als wichtigster im Plasma J@mmender
Serinproteinaseinhibitor angesehen. Es inaktiwertallem Thrombin und Faktor Xa
und in geringerem Ausmald auch die Faktoren 1Xa, Xléa und Kallikrein, Plasmin,
Trypsin und Chymotrypsin.

Die Inaktivierung erfolgt durch die Bildung eingseversiblen Komplexes, indem das
Antithrombin eine feste Bindung mit dem Serin imtigén Zentrum der Proteasen
eingeht. {5}{102}{108}
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4.4.1.1Thrombin-Antithrombin-11I-Komplex (TAT)

Thrombin kommt in freier Form im Plasma praktisdbht vor, sondern tGberwiegend
im Komplex gebunden in inaktiver Form.

Bei der Neutralisierung von Thrombin entsteht ddwsstabile Thrombin-Antithrombin-
[lI-Komplex, der eine Halbwertszeit von 10-15 Mieuatbesitzt, im Verhaltnis 1:1. Die
Plasmakonzentration des komplexierten Thrombingigehormalerweise weniger als
5 pg/l. {5§{49}109}

In Gegenwart von Heparin wird die Komplexbildungoen beschleunigt, indem die
Bindung von Heparin an Antithrombin Il eine allessche Veranderung des Inhibitors
zur Folge hat und Thrombin dadurch schneller gebanderden kann. {97}{102}

Die Bestimmung von TAT dient der Erfassung einéravasalen Thrombinbildung und
lasst auf einen ablaufenden Gerinnungsprozess e8emi Eine erhohte
Plasmakonzentration des Komplexes deutet somieiagf Hyperkoagulabilitat mit der
Folge eines erhdhten Risikos fur thrombembolischeplikationen hin.

TAT ist demnach ein Aktivierungsmarker, der ein iiaktes Mal3 fur die
Thrombinbildung darstellt und das Ausmal} der Gemgsaktivierung reflektiert.
{54109}

4.5  Fibrinolyse

Das fibrinolytische System dient dem Abbau der dei Blutgerinnung entstandenen
Fibrinpolymere.

Das in der Leber synthetisierte einkettige Glyképiro Plasminogen mit einem
Molekulargewicht von 90.000 D und einer Halbwerisza®n 2,25 Tagen ist der
bedeutendste Faktor im Prozess der Fibrinolysezirksliert als inaktive Vorstufe des
proteolytischen Enzyms Plasmin mit einer Konzermravon 120 mg/l im Plasma und
kann Uber einen extrinsischen oder intrinsischeg Aktiviert werden.

Plasmin ist eine Serinprotease, die zur Spaltung Fdorin, Fibrinogen und der
Faktoren V und VIl in der Lage ist. Durch die Inalg¢rung der Gerinnungsfaktoren V

und VII wird die Fibrinneubildung gehemmt.
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Die Plasminogenaktivierung tUber den intrinsischeeg\Wrfolgt durchu- oderp-FXlla,
FXla oder KK. Diesem System kommt hier jedoch aingergeordnete Bedeutung zu.
Das fur die Plasminogenaktivierung relevantere iesigche System aktiviert die
Plasminbildung Uber den Gewebeplasminogenaktivdtd?A) und den urinaren
Plasminogenaktivator (u-PA, Urokinase). Die bei dé&ibrinabbau durch Plasmin
entstehenden Spaltprodukte besitzen eine antikaggidche Wirkung, da sie die
Polymerisation der Fibrinmonomere verhindern.

az-Antiplasmin stellt den wichtigsten Inhibitor votaBmin dar, indem es durch seine
hohe Spezifitat und hohe Konzentration im Plasma raschen Ausbildung eines
Komplexes fuhrt. Ist dase-Antiplasminpotential erschopft, kanm-Makroglobulin
ebenfalls inhibitorisch wirken. Die von Makrophagedonozyten, Thrombozyten,
Endothelzellen und der Plazenta freigesetzten Rtaganaktivator-Inhibitoren (PAI)
inhibieren die Fibrinolyse durch die Ausbildung émolarer Komplexe mit t-PA und u-
PA. {6{64K{77H120}

Das Gerinnungssystem und das fibrinolytische Systemd zwei Mechanismen, die
miteinander im Gleichgewicht stehen und so vor @igen, Thrombosen oder
GefaRschaden schiitzen. Um dieses Gleichgewichutbehialten und ein Ubergewicht
eines dieser Systeme zu verhindern, werden sowighlKdagulation als auch die

Fibrinolyse von Regulationsproteinen kontrolli¢it7}

5. Hamolyse

Der in den Erythrozyten enthaltene rote Blutfarfisktimoglobin besteht aus einem
Globinanteil aus vier Peptidketten und vier Hamgermpund hat ein Molekulargewicht
von 64.500 D. Das Ham gehort zu den Porphyrinetebead aus vier Pyrrolringen, die
an ein zweiwertiges Eisenatom gebunden sind.

Der Mensch kann vier verschiedene Peptidketterebild, B, v, 6), wobei das HbA
(20- und B-Ketten) mit 97,5 % den gréRten Anteil ausmacht.

Hamoglobin spielt eine bedeutende Rolle im Atenmgasport, da es die Fahigkeit

besitzt, Sauerstoff reversibel zu binden und s8lat zu transportieren.
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In einem Erythrozyt sind etwa 28-34 pg Hamoglobimthalten und der Normwert fur
die Hamoglobinkonzentration im Blut betragt 140-185 {49}{113}

Die Lebensdauer der Erythrozyten betragt ca. 122 TBie gealterten Zellen werden
im retikuloendothelialen System von Leber, Milz Uf)dochenmark abgebaut, wobei es
zur Hamolobinfreisetzung kommt. Das freie Hamogtobhm Plasma wird an
Haptoglobin gebunden zur Leber transportiert und zw Bilirubin abgebaut, das dann
Uber die Galle ausgeschieden wird. {49}

Freies Hamoglobin kann allerdings auch im Rahmemesei gesteigerten
Erythrozytenabbaus z.B. durch physikalische odentsche Noxen auftreten. Daher ist
die Konzentration an freiem Hamoglobin im Plasmaedbedeutende Kenngrol3e, um
das Ausmal einer Hamolyse z.B. bei extrakorpordtemislauf, Arzneimittel- oder
Schwermetallintoxikationen oder Herzklappenersatzrteilen zu konnen.

Von einer intravasalen Hamolyse spricht man abrefmnzentration von tber 20 mg

freiem Hamoglobin in 1 | Plasma. {101}

6. Das inflammatorische System

6.1 Das Komplementsystem

Das Komplementsystem ist ein Multienzymsystem as20 Plasmaproteinen mit 9
Hauptkomponenten (C1-9), die Uber eine kaskadgeaReaktion aktiviert werden und
stellt die unspezifische humorale Immunabwehr désp&rs dar. Eine Aktivierung des
Komplementsystems fihrt zur Abt6tung von Pathogederch Zelllyse sowie zur
Induktion von Entziindungsreaktionen. {4966}{113}

Die Synthese der Komplementkomponenten erfolgt ier dLeber, dem
Gastrointestinaltrakt und in Phagozyten am Ort relb@ziindung. lhre Konzentration
im Blut betragt 3-4 g/l, wobei 30 % der Gesamtkoneion die Komponente C3
darstellt. {100}

Die Komplementsystemaktivierung kann Uber drei cleiesiene Wege (klassischer

Weg, Lectin-Weg und alternativer Weg) erfolgen, diee zur Aktivierung von C3
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fuhren und mit der Formation des terminalen Lysegblexes C5b-9, der als
Membranangriffskomplex die Zielzellen zerstort, end{40}

Die Aktivierung des klassischen Weges erfolgt GBetigen/Antikbrper-Komplexe
komplementbindender Immunglobuline (IgM und IgGjptpolytische Enzyme oder
durch direkte Bindung der Komplementkomponente €&ia Pathogen. Auch nach der
Verabreichung von Protaminsulfat gebildete Hep®&iotamin-Komplexe (z.B. nach
kardiopulmonalem Bypass) besitzen die Fahigkeith ddassischen Weg der
Komplementaktivierung einzuleiten. {29439H{40}10p

C1 besteht aus einem Molekil Clg und je zwei MdlEkiC1lr und Cls. Nach der
Bindung von C1q an das Ig oder Pathogen folgt gi&lt8ng von C2 und C4 Uber die
aktivierten Komponenten C1r und C1s. Dies fuhrt Bidung des C4b2a-Komplexes,
der als C3-Konvertase die Komponente C3 spalten.Kd0}{100}

Eine Aktivierung des Komplementsystems Uber derssid@hen Weg macht sich
demzufolge an der erhéhten C4a-Konzentration belmaerkl1}

Der Lectin-Weg wird durch ein Mannose-bindendegd®noaktiviert, das die Fahigkeit
zur Bindung an Mannose-haltige Kohlenhydrate vorkrbbrganismen besitzt und
aufgrund seiner strukturellen Ahnlichkeit mit Cliopefalls die Komponenten C1r und
Cl1s stimulieren kann. {40}{100}

Die dritte Mdglichkeit der Komplementaktivierungebt der alternative Weg dar. Hier
kommt es zur direkten Aktivierung von C3 durch Stinwie bakterielle Endotoxine,
Immunkomplexe oder artifizielle Oberflachen. Das &olge der C3-Aktivierung
entstandene C3b bildet einen Komplex mit dem Padaktor B, der durch Faktor D
aktiviert (C3bBb) und durch das Plasmaprotein Pmiipestabilisiert wird. Dieser
Komplex besitzt ebenfalls die Fahigkeit zur Spaijtvon C3 (positives Feedback).
{39K67H85}{100}

Ebenso aktivierend auf das Komplementsystem wirkien Blut-Luft-Grenzflache
wahrend der Oxygenation im kardiopulmonalen Byzasgie eine regionale Ischamie.
{11H{29K56}69}

Das Uber die verschiedenen Wege gebildete C3bdtirgjs Opsonin und fordert so die
Phagozytose von Pathogenen durch neutrophile usthaahile Granulozyten oder

Makrophagen. AuBerdem fuhrt C3b zur Bildung eines-Kbnvertase, die die
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Komplementkomponente C5 in C5a und C5b spaltet. ABievierung von C5b initiiert
letztlich die Bildung des terminalen Lysekomplexdsh-9 (TCC). {40}{100}120}
Dieser Komplex besitzt auRer der Lyse von Zellerchauwie Fahigkeit zur
Plattchenaktivierung und kann durch Expression \Emdothelzellrezeptoren eine
Leukozytenadhasion an der GefalRwand hervorrufed}. {3

Die bei der Komplementaktivierung entstehenden Agkgtoxine C3a und Cba
bewirken Vasokonstriktion, eine erhdhte GefaRpehiig#, die Freisetzung von
Histamin aus Mastzellen und Basophilen und vonrlet&in-1 aus Monozyten, eine
Kontraktion der glatten Muskulatur sowie die Stiatidn von neutrophilen
Granulozyten, Monozyten und Thrombozyten. Vor alléba stellt einen bedeutenden
Aktivator der Neutrophilen dar, indem er zur Adlési der Zellen am
GefalRwandendothel fuhrt und die Freisetzung vooslgmalen Enzymen und freien
Sauerstoffradikalen induziert. {11}{20439K58K67)110}

Das Komplementsystem wird durch Regulatorprotei@é-lfraktivator, Faktor 1 und
seine Kofaktoren CR1 und DAF) kontrolliert, die den einzelnen Komponenten
ansetzen und die Komplementaktivierung auf korpertte Zellen limitieren.
{85}100}

6.1.1 SC5b-9 (TCC)

Die Aktivierung des Komplementsystems endet in Bddung eines sogenannten
Membranangriffskomplexes oder terminalen Lysekomgde der aus den
Komplementkomponenten C5b, C6, C7, C8 und C9 aaligfabt.

Durch die Bildung von C5b wird die Komplexbildungtpe einem Molekul C6, C7 und
C8 im Verhéltnis 1:1:1:1 initiiert, wodurch es zuwonformationséanderung der
Komponenten C7 und C8 kommt. Diese Konformationsémy bewirkt die

Exposition von hydrophoben Gruppen an den Moleklldie die Insertion in die

Lipiddoppelschicht ermdglichen.

Die Bindung von C8 induziert die Polymerisation vb@-16 Molekulen C9 in eine
hohlzylinderformige Struktur, die mit den hydropkeobAnteilen in die Zellmembran
eingelagert ist und einen hydrophilen transmembeankanal mit einem Durchmesser

von 10 nm bildet. Auf diese Weise werden die salekt Permeabilitatseigenschaften
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der Zellmembran gestort und es kommt durch die MigEung der intrazelluléaren
Kalziumkonzentration sowie des Elektrolyt- und Wabksaushaltes zur osmotischen
Lyse der Zielzelle. {9{40}{66}{100}{105}

Eine weitere Funktion des C5b-9-Komplexes ist diduktion der Freisetzung von
freien Sauerstoffradikalen, Prostaglandinen, Leudioén und Zytokinen. {56}

Das Komplementsystem wird durch Regulatorproteinentrolliert, um eine
unkontrollierbare  Komplementaktivierung mit der §®l eines Angriffs auf die
Kdrperzellen zu verhindern. Kontrollproteine wiesd&-Protein (Vitronectin), HRF
(homologous restriction factor) und das 18kD Prot€D59 wirken speziell auf den
Membranangriffskomplex C5b-9, indem sie die Bildulegs transmembranalen Tunnels
verhindern. {100}

Durch Interaktion des S-Proteins mit dem C5b-7-Kamgommt es zur Formation des
hydrophilen SC5b-7-Komplexes, der unfahig ist, delmembran zu durchdringen und
letztlich zur Bildung des SC5b-9-Komplexes, dergauhd der durch das S-Protein
verhinderten C9-Polymerisierung keine lytische Wirg mehr besitzt. {85}

Die Konzentration des C5b-9-Komplexes spiegelt di@zahl des gebildeten
Anaphylatoxins C5a wider und somit das Ausmal} denplementaktivierung. {72}

6.2  Leukozyten

Im Blut des Erwachsenen befinden sich 4000-10.0€0kbzyten/ul, die der Abwehr
und Beseitigung von Krankheitserregern und andefeemdstoffen sowie von
Zelltrummern dienen. Leukozyten sind amdboid bewbglhaben die Fahigkeit zur
Phagozytose und werden unter anderen durch Inkanl®) C5a oder PAF
chemotaktisch an den Ort einer Entziindung geldokt.sie die GefalRwande durch
reversible interendotheliale Licken Uberwinden umsl Gewebe einwandern kénnen
(Diapedese), ist die mittlere Zirkulationszeit eukozyten mit 7 Stunden relativ kurz.
Nach morphologischen und funktionellen Gesichtspemkassen sich die Leukozyten
in Granulozyten (60 %), Monozyten (4-8 %) und Lyrapyten (25-40 %) unterteilen.
Veréanderungen der Anzahl der Leukozyten resultiedemnach meist aus einer

erhdhten oder verminderten Zahl an neutrophilem@cezyten oder Lymphozyten.
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Steigt die Leukozytenzahl im Blut Gber 10.000/plict man von einer Leukozytose,
die mit den meisten akuten Entzindungen einherdditeiner Leukozytenzahl unter
4000/ul handelt es sich um eine Leukopenie, beiut@rwiegend die Neutrophilen
vermindert sind. Als Ursache hierfir kdnnen einastékte Auswanderung der
Leukozyten in das Gewebe, ein gesteigerter Zellgateg oder eine verminderte
Produktion angesehen werden. {28{51{87H99H{113}

6.2.1 Granulozyten

Granulozyten sind polymorphkernige Zellen und maches0 % der
Gesamtleukozytenzahl aus. Nach der AnfarbbarkeiritGranula kénnen sie in
neutrophile (>90 %), eosinophile (2-4 %) und badepli0,5-1 %) Granulozyten

unterteilt werden.

Eosinophile Granulozyten

Die vor allem in der Haut, Lunge und im Gastroititedtrakt vorhandenen
eosinophilen Granulozyten besitzen die Fahigkeit Rhagozytose und enthalten in
ihren Granula Hydrolasen, Peroxidasen und basiBebteine. Eine Eosinophilie tritt

bei allergischen Reaktionen, Wurminfektionen undofamunkrankheiten auf.

Basophile Granulozyten

In den Granula der basophilen Granulozyten sindaHepund Histamin gespeichert.
Bei der Bindung von IgE-Antikdrpern an die Rezeptorauf der Oberflache der
Basophilen kommt es zur Degranulation und so difigtaminausschittung zu einer
allergischen Reaktion mit GefalRdilatation, Hautngtu sowie Quaddel- und
Odembildung. Diese Reaktion kann jedoch auch dutomplementfaktoren oder
andere Granulozytenenzyme hervorgerufen werden.

Die Zirkulationszeit der basophilen Granulozytetrégt etwa 12 Stunden. {47113}
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Neutrophile Granulozyten

Die Halfte der aus dem Knochenmark ins Blut freggeten neutrophilen Granulozyten
zirkuliert nicht im Blut, sondern bildet durch Hafig an der Endothelwand von
Gefal3en vor allem in Lunge und Milz einen marginaRandpool. Diese sogenannten
ruhenden Zellen kdnnen unter Anstrengung oder éendhAdrenalinspiegel rasch
mobilisiert werden. Eine Neutrophilie beruht alsotveeder auf einer vermehrten
Freisetzung aus dem Knochenmark oder auf einercimisung des Gleichgewichtes
zwischen marginalem Randspeicher und zirkulierenBeni. {47}{99}{113}

Eine groRe Anzahl der Granulozyten befindet sictdém Lunge, Mundhéhle, Milz,
Leber und im Gastrointestinaltrakt. Die Neutrophilebesitzen im Blut eine
Halbwertszeit von 6 Stunden, im Gewebe haltenisieetwa 1-4 Tage auf.

Die Aktivierung der Zellen erfolgt durch FaktorenewC3a, C5a, PAF (Platelet-
activating factor), Faktor Xlla, Kallikrein und Lkatrien B4, aber auch durch direkten
Kontakt der  Granulozyten mit  Fremdoberflachen.  Vorallem  die
Komplementaktivierung spielt eine wichtige Rolla Her Stimulation von neutrophilen
Granulozyten. C5a induziert die Chemotaxis, Aggliegaund Margination der Zellen
und fohrt zur Bindung der Neutrophilen an das Gef@®dthel.
{11H{39K58}{106}{110}

Die Adhasionsreaktion wird durch spezifische Adbasmolekile auf den
Endothelzellen (E-Selectin (CD62E), P-Selectin (2B und Leukozyten
(CD11a,b,c/CD18, L-Selectin (CD62L)) vermittelt ured die Voraussetzung fur die
darauf folgende transendotheliale Migration derefeins Gewebe. Durch die relativ
schwache Bindung Uber die Selectine wird eine mdie Bewegung der Leukozyten
entlang dem Endothel in Richtung der Entzundungtiieni. Die aktivierten
Granulozyten exprimieren eine erhdhte Anzahl an idX@D18-Rezeptoren auf ihrer
Oberflache, Uber die eine feste Bindung der Leut@ryan interzellulare
Adhéasionsmolekile (ICAM-1) auf den Endothelzellefolgt. {4}{56}{62}{76}

Aktivierte neutrophile Granulozyten reagieren mines Freisetzung von freien
Sauerstoffradikalen (respiratorischer Burst) sow&r in den Granula enthaltenen

proteolytischen Enzyme. {2876}
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Die Hauptfunktion der Neutrophilen besteht in déagbzytose und dem Abbau von
Krankheitserregern. Die daflir erforderlichen lysoaten Enzyme wie Elastase,
Kollagenase oder Myeloperoxidase sind in den pemarder azurophilen Granula der
Granulozyten enthalten. {28}{47}{99}

Besonders zu Beginn von akuten Infektionen ist inutBein Anstieg der
Neutrophilenzahl zu beobachten. {113}

Die polymorphkernigen neutrophilen Granulozytenitzea zudem ein ausgepragtes
Destruktionspotential, das bei einer Fehlsteuerdaeg granulozytaren Reiz-Antwort-
Verhaltens schwerwiegende Folgen haben kann. Einsp®¢ dafur ist das
Reperfusionssyndrom, bei dem es bei der Reperfusioes zeitweise ischamischen
Gewebeareals, z.B. nach dem Einsatz der Herz-Lukgechine, zur Schadigung des
Kapillarendothels bis hin zu Organfunktionsstérunggemmen kann. Dieses Syndrom
ist die Folge einer UberschieRenden Granulozytktioea die auf einer erhdhten
Anzahl von Adhasionsproteinen auf dem ischamisdbedothel basiert, wodurch die

bei der Reperfusion einstromenden Zellen sofortigdbn werden. {28}

6.2.1.1 PMN-Elastase

Die PMN-Elastase ist in hoher Konzentration in deamurophilen Granula der
polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten engralEs handelt sich hierbei um ein
proteolytisches Enzym mit einem Molekulargewichtistlien 33.000 und 36.000 D
und geringer Substratspezifitat, das bei pH-Wememeutralen Bereich (pH 7,5-8,5)
ein Aktivitatsmaximum aufweist. {11{16}{70491}

Dieses Enzym besitzt die Fahigkeit, Fibrinogen, réilectin, Kollagen, Elastin,

Plasminogen und Immunglobuline zu spalten. Des &kt kann die aus den
Granulozyten freigesetzte Elastase Nukleotide aunslothelzellen abspalten, die
daraufhin den Vasodilator P&lynthetisieren. {16}{70}{84}{106}

Zudem ist die PMN-Elastase in der Lage, Gerinnwalgefen und —inhibitoren zu

spalten und kann Uber die Bildung der anaphylaktised chemotaktisch wirksamen
Komplementkomponenten C3a und C5a das Komplemeatsyaktivieren.

{35459H67}
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Normalerweise dient die Elastase dem intrazellnlaAdbau von phagozytiertem
Material in den Phagolysosomen. Bei starker Aktivng der Granulozyten oder wenn
es sich um grof3e nicht zu phagozytierende Partikabdelt (z.B. Fremdoberflachen),
kommt es zur Freisetzung der Elastase und andemaofytischen Enzymen in den
Extrazellularraum (sog. frustrane Phagozytose). sDieann zum Abbau von
Bindegewebskomponenten, wie z.B. den Strukturpmeteides Lungengewebes, der
Basalmembran von Gefal3en oder Kollagen fuhren.{g8]85}

Der in hoher Konzentration im Plasma vorhandenehtigste Inhibitor der PMN-
Elastase ist dasi-Antitrypsin (w-Pl), der die Elastase durch Bildung eines nahezu
irreversiblen Komplexes innerhalb von Millisekundeaktiviert. Dieser Elastase-PI-
Komplex besitzt eine Halbwertszeit von ca. einaan8e und wird zur Eliminierung
Uber die Blutbahn dem RES vor allem in der Lebeetiihrt. Bei vorliegendenu-PI -
Mangel wurde ein erhéhtes Risiko fir Lungengewdi@digungen festgestellt, das auf
eine unzureichend kontrollierte Elastase-Aktivitétrickgefihrt werden kann. Als
Beispiel sei hier das Lungenemphysem genannt, deSaévicklung vor allem mit
einem erh6hten Umsatz an Elastin einhergeht. {12}{45}{67}{102}

Die Konzentration des Enzym-Inhibitor-Komplexes Plasma gilt als Mal3 fir die
Granulozytenaktivierung. Der Normwert liegt bei 2a.pg/l Plasma. {367}

Als ein weiterer Elastaseinhibitor ist dasMakroglobulin zu nennen, das jedoch eine
niedrigere Plasmakonzentration ais-Antitrypsin aufweist sowie eine geringere
Substrataffinitat besitzt, dau-Antitrypsin Uber eine 10mal hdhere Anzahl an
Elastasebindenden Gruppen als @aslakroglobulin verfugt. {12{67H71}

6.2.2 Monozyten

Monozyten zeichnen sich durch ihre besonders hdiegdzytosekapazitat aus und
bilden zusammen mit den neutrophilen Granulozytes dnspezifische zelluléare
Abwehrsystem des Blutes. lhre Halbwertszeit im Begt bei 70 Stunden.

Zwei bis drei Tage, nachdem die Monozyten in dag Bkigesetzt wurden, wandern
diese in das Gewebe aus, vergro3ern sich und werdéfakrophagen, die sich durch

eine erhdhte Anzahl an Mitochondrien sowie an lgsmden Enzymen in den Granula
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von den Monozyten unterscheiden. Zusammen bildem &as mononukleare
Phagozytensystem (retikulo-endotheliale System;)RES

Aktivierte Monozyten bilden zytotoxische Stoffe ubdeinflussen Uber die Sekretion
von Mediatoren wie Interleukin-1, Interleukin-6,untor necrosis factai- (TNF-o),
Proteasen oder Komplementkomponenten die spezfisttnmunantwort und
Chemotaxis und rufen Gewebeabbauvorgange herv@{438}{113}

6.2.3 Lymphozyten

Lymphozyten bilden die spezifische Immunabwehr Bleges und werden unterteilt in
B- und T-Lymphozyten.

Die im Knochenmark gebildeten B-Zellen machen 18&6Lymphozyten aus und sind
fur die humorale Immunreaktion verantwortlich, indesich ein Teil der Zellen bei
Antigenkontakt zu gewebestéandigen Plasmazellen undela Der andere Teil bildet so
genannte Gedachtniszellen, die das Antigen beineirmveiten Kontakt wieder
erkennen.

70-80 % der Lymphozyten stellen die im Thymus gidign T-Zellen dar, die sich nach
Antigenkontakt vermehren und zu CD4-Helfer-Zelletie B-Lymphozyten und
Makrophagen aktivieren und CD8-Killer-Zellen, diantigentragende Zellen abtoten,
differenzieren. Die T-Lymphozyten bilden die spistdhe zellulare Abwehr des
Korpers. {47113}
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7. Fragestellung und Ziele der Arbeit

Die vorliegende Arbeit untersucht den Einfluss kioeer (Bioline) und biopassiver
(Safeline) Oberflachenbeschichtungen von Oxygeeat@uf das Gerinnungs- sowie
inflammatorische System.

In einem in-vitro-HLM-Modell wurden je funf unbedchtete, heparinbeschichtete
(Bioline) und polypeptidbeschichtete (Safeline) @ROX
Hohlfasermembranoxygenatoren der Firma JOSTRA zWunden lang der
extrakorporalen Zirkulation unterzogen und die Kamzation verschiedener
Untersuchungsparameter zu jeweils gleichbleibendl@nahmezeitpunkten gemessen.
Die unbeschichteten Oxygenatoren dienten dab&aisrollgruppe.

Zusétzlich erfolgte ein Vergleich der polypeptidif@shteten Oxygenatoren sowohl mit
schnell gealterten Safeline-Oxygenatoren, als awitlSafeline-Oxygenatoren, die vor
Beginn der Rezirkulation mit heparinisierter Vorpsung kontaktiert wurden, um
zum einen die Haltbarkeit der Polypeptid-Oberflastergitung zu beurteilen und zum
anderen eine mogliche Verbesserung der Biokomp#itbdurch die heparinisierte

Vorspullésung zu testen.
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. MATERIAL UND METHODEN

1. Herz-Lungen-Maschine

Um die Hamokompatibilitdit der QUADROX Oxygenatordger Firma JOSTRA, D zu
testen, erfolgte die Simulation des extrakorporddesislaufs mit Hilfe eines in-vitro-
HLM-Modells.

Die Oxygenatoren wurden dazu Uber ein Schlauchsystgt dem als Reservoir
dienenden Transfusionsbeutel der Firma JOSTRA (806D ml) verbunden. Dabei
betrug die Lange des Schlauches vom Transfusiotelbeurch die Rollerpumpe
(Stockert Instr. Miinchen, D, Typ 10-40-00) zum & Eingang des Oxygenators 140
cm, die des Schlauches vom arteriellen Ausgang Zwamsfusionsbeutel 40 cm.
Verwendet wurden PVC-Schlauche 3/8" x 3/32* demfarJOSTRA/Raumedics. Die
eingesetzte Rollerpumpe gewahrleistete einen kaietilichen, nichtpulsatilen
Blutstrom.

Zur Verbindung der Schlduche mit dem Transfusion&dewurden Konnektoren
(JOSTRA, %" x 3/8%) angewendet. Fur die Probeentmaltdiente ein am Konnektor
angeschlossener 3-Wege-Hahn (Discofix® der FirnauBrMelsungen, D) mit
aufgesetztem Multi-Adapter (Firma Sarstedt, NimbteD). Mit einem ebensolchen
Adapter wurde der seitliche Ausgang des zweitenng&tors verschlossen.

Die zu testenden OUADROX Hohlfasermembranoxygeeatader Firma JOSTRA
bestehen aus zwei Membranpaketen. Das einstronidnteird in der ersten Kammer
Uber einen integrierten Warmetauscher auf eine Eeatpr von 28°C gebracht und
Uber mikroporése Oxygenationsfasern oxygeniert.\armetauscher wurde mit einem
externen Hypothermieregler bestehend aus einemmidstat (Haake N3, D) und einem
Wasserbad (Haake K200, D) kombiniert. Die zweiteniiger des Oxygenators dient
nur der Oxygenation bzw. Kohlenstoffdioxidelimirati Der Gasfluss fur die
Oxygenation betrug 1 I/min.

Uber eine Entliftungsmembran an der Spitze des éatgrs kann Luft aus dem
System eliminiert werden.

Die Okklusion der Rollerpumpe wurde Uber Schrauikien so eingestellt, dass ein
arterieller Blutdruck von 60 mmHg wahrend der ge®sam Zirkulationszeit

aufrechterhalten wurde.
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Nach dem Erreichen der gewtlinschten Pumpenumdretaligarkulierten 3 | Blut/min

durch das Oxygenatorsystem.

FolgendeQUADROX Oxygenatoren wurden auf ihre Hamokompatibilitdt untersucht

und verglichen:

QUADROX non-coated (ohne Beschichtung);

-  QUADROX Bioline coated, mit Heparin beschichtet;

- QUADROKX Safeline treated, mit Polypeptiden beschichtet;
Diese Oxygenatoren wurden zusatzlich vor dem Vérsoc HLM-Modell fir 1h
vorgespult, um die Auswirkung einer heparinisiefmspulldsung zu testen.

- QUADROX Safeline treated, diese Serie bestand asshnell gealterten Safeline

Oxygenatoren,;

Zur Beurteilung der Biokompatibilitat erfolgte digntersuchung des Blutes auf

folgende koagulatorische und inflammatorische Patam

- Thrombozyten

- B-Thromboglobulin

- Thrombin-Antithrombin-IlI-Komplex (TAT)
- Hamolyse

- Leukozyten

- PMN-Elastase

- SC5b-9
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2. Versuchsdurchfiihrung

In einem kurzgeschlossenen in-vitro HLM-Modell wendca. 500 ml Frischblut sowie
Blutzuséatze fiur 120 Minuten rezirkuliert.
Getestet wurden bei gleichbleibender Versuchsammginfolgende QUADROX

Hohlfasermembranoxygenatoren der Firma JOSTRA, D:

Versuchsreihe | QUADROX non-coated
Versuchsreihe 1l ‘QUADROX Bioline-coated, mit Heparinbeschichtung
Versuchsreihe 11| QUADROX Safeline treated, mit Polypeptidbeschichtung

Versuchsreihe IV QUADROX Safeline treated, gealtert

Die Oxygenatoren der Versuchsreihe Il wurden varsvichsbeginn mit 600 ml
temperierter (28°C) Vorspullésung bei einer Flig8raon 1 I/min fir eine Stunde
gespllt. Versuchsweise erfolgte eine Kontaktierdag Halfte dieser Oygenatoren mit
Heparin in der Vorspullésung. Nach der einstiindiBezirkulation wurde die Losung
wieder aus dem System abgelassen.

Entsprechend den Versuchsreihen I, Il und IV wurdasachlieRend 300 ml Priming-

Lésung zur Hamodilution in das Oxygenatorsysteniilifef

Die aus der Blutbank bezogene Blutkonserve entB@E0 U Liquemin® 25.000/5 ml
in 35 ml physiologischer Kochsalzlésung und wurde&hst gewogen, um die noch
hinzuzugebende Heparinmenge (Restheparin) berecwneinnen.

AnschlielRend erfolgte dierste Probenentnahmedirekt aus der Blutkonserve. Erst
danach wurde das Frischblut vollstandig heparirigidugabe des Restheparins) und
mittels des Transfusionsbestecks Sangopur@mGer Firma Braun, Melsungen, D in
den als Reservoir dienenden Transfusionsbeutel (800ol.) der Firma JOSTRA, D
entleert. Nach der Entliftung des Systems und dearscdhlieRen des Zugangs mit

Arterienklemmen wurde das HLM-Modell gestartet.
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Wahrend der 120mindtigen Rezirkulation des Blutelgten dann die weiteren

Probenentnahmen

2.Abnahme: nach 1 min Rezirkulation
3.Abnahme: nach 5 min Rezirkulation
4.Abnahme: nach 10 min Rezirkulation
5.Abnahme: nach 20 min Rezirkulation
6.Abnahme: nach 30 min Rezirkulation
7.Abnahme: nach 60 min Rezirkulation
8.Abnahme: nach 120 min Rezirkulation

Aufgrund ungentigender Durchmischung des BlutesearEdtnahmestelle wurden vor
jeder Abnahme ca. 2 ml Blut verworfen.

Zur Probengewinnung wurden S-Monovetten® der FirGaastedt, Numbrecht, D
verwendet.

Die Entnahme folgender Proben erfolgte immer ingleichen Reihenfolge:

1) 4,5 ml CTAD-Monovette fiir die Bestimmung vorf3-Thromboglobulin:
In eine 4,5 ml Neutralmonovette wurden 4(D CTAD-Medium aus einem
CTAD-Vacutainer (Roche Diagnostics, Mannheim, Deirigipettiert.
Nach der Blutabnahme wurde die Monovette bis zuntiffagation fir

mindestens 15 Minuten, aber héchstens eine Stunei@ iEisbad gestellt.

2) 2,7 ml EDTA-Monovette fur die Zahlung von Leukoyten und
Thrombozyten, sowie die Bestimmung von SC5b-9:
Diese Monovette enthalt 1,6 mg EDTA/ml Blut.
Direkt nach der Probeentnahme erfolgte die Zahldeg Leukozyten und
Thrombozyten im EDTA-Blut mit dem Sysmex K-1000,nkttologie-System.
Anschliel3end wurde die EDTA-Monovette bis Zantrifugation in ein Eisbad

gestellt.
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3) 10 ml Citratmonovette zur Bestimmung von TAT, PM-Elastase und
freiem Hamoglobin:
Die Monovette enthalt 1 ml Citrat (0,206 mol/l) undurde nach der

Probeentnahme bis zur Zentrifugation bei Raumteatpestehengelassen.

Fur die Probenverarbeitung kamen folgende Zentifiuzur Anwendung:
- Varifuge RF, Heraeus Instruments, H.Holding $jatt, D
- Heraeus Cryofuge 800, D

Die Zentrifugation der CTAD- und EDTA-Blutmonovatterfolgte fir 30 Minuten bei
4°C und 2000 g.

Die Citratblutmonovetten wurden 20 Minuten bei RDYC) und 2000 g zentrifugiert.
Nach dem Abzentrifugieren wurde das Plasma in #aleReaktionsgefalie der Firma
Eppendorf abpipettiert, in flissigem Stickstoff gckgefroren und bei —20°C bis zur

Aufarbeitung aufbewabhrt.

3. Blutzuséatze

3.A  Heparin

Verwendet wurde das hochmolekulare Heparin Liqgu@miN 25.000 der Firma
Hoffmann-LaRoche AG, D. In 5 ml der wassrigen Itij@kslosung sind 25.000 I.E.
Heparin (aus Schweinedarm-Mucosa) enthalten.

Als Blutzusatz wurde Liquemin® wie folgt eingesetzt

3.A.1 Bei der Vabereitung des Blutenthahmebeutels COMPOFLEX, 500 m
Fresenius, HemoCare, D fir die Frischblutabnahnme, das Blut ungerinnbar zu
machen:

In jeden Entnahmebeutel wurden 2000 U Liquemin®@8/5 ml in 35 ml physiol.
NaCl zugegeben, das heil3t 40Q.iquemin® in 35 ml isotonische Kochsalzlésung)(9,
g NaCl/l; Fresenius Kabi Deutschland GmbH).
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3.A.2 Zur vollstandigen Heparinisierung der Blutkonse(8elU/ml) nach der ersten
Probeentnahme:
Dazu wurde die Konserve gewogen und unter Beriickigitng des

Beutelgewichtes von 30 g das Blutgewicht X g ettt

a) Blutgewicht X g / Blutdichte 1,07 = Blutvolumenml|
b) Maschinenfullvolumen = Blutvolumen in ml
- 17,2 ml (1.Abnahme aus der
Konserve)

+ 300 ml (Priming-Volumen)

c) Bendtigte Gesamtheparineinheiten = Heparinéiehen|

* Maschinenfullvolumen

d) Heparinkonzentration = 5000 U/mi
= daraus lasst sich die noch hinzuzufiigende Hepangm
errechnen und durch Verdinnung von Liquemin® mit
isotonischer Kochsalzldsung herstellen
= von dieser Verdinnung wurden 1 ml der Blutkonserve

hinzugeflugt

3.B  Priming

Immer kam eine kristalloide isotone, isoione Valdlolytlbsung als Priming zur
Anwendung.

Die Verwendung von blutfreien physiologischen FHgissiten im extrakorporalen
Kreislaufsystem zur Hamodilution fuhrt zu vermin@erViskositat des Blutes und
verbesserter Organperfusion. Ebenso werden Gemswongdnge im verdinnten Blut
weniger stark aktiviert.

Der Hamatokritwert sollte dabei jedoch 20-30 % highterschreiten. {115}
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Zur Hamodilution wurden dem Blut 300 ml Priming-ludg zugegeben, die folgende

Inhaltsstoffe enthielt:

- 78,3 ml Glucose:

- 15,7 ml NaHCQ@

- 206 ml Ringer-Lactat:

3.C  Vorspillésung

Glucosteril® 5 % der Firma lergas Kabi, Bad
Homburg, D mit Glucose-Monohydrat als
Wirkstoff; zur Aufrechterhaltung des

Erythrozytenstoffwechsels

Natriumhydrogencarbonat 8,4 %,
Infusionslésungskonzentrat B.Braun Melsungen,
D; zur Aufrechterhaltung des physiologischen pH-
Wertes des Blutes, da NaHg€&in schwach

basischer Puffer ist.

Ringer-Lactat-Losung, Fress, Bad Homburg,

D; zur Hamodilution;

1l enthdlt: NaCl 6,00 g
Natriumlactat-Lsg. 6,34 g
KCI 0,40 ¢
CaCk H0 0,27 g
pH-Wert 5,0-7,0

Die Quadrox Safeline-Oxygenatoren der Ill. Versuelie wurden vor Versuchsbeginn

eine Stunde mit 600 ml heparinisierter bzw. niolpdrinisierter Vorspullésung

kontaktiert.

Diese Lésung enthielt:

- 156,6 ml Glucose (Glucosteril® 5 %, FreseniubiKBad Homburg, D)
- 31,4 ml NaHC@® (Natriumhydrogencarbonat 8,4 %, Braun, Melsungen,

D)

- 412 ml Ringer-Lactat-Losung (Fresenius, Bad Horg, D)

bzw.
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411 ml Ringer-Lactat-Lésung und zusatzlich 1 mluaqin®N 25.000
(Hoffmann-LaRoche AG, D)
Diese Vorspullosung wurde nach einstindiger Relatlan wieder aus dem

Oxygenatorsystem abgelassen.

4. Testmethoden

4.1 Leukozyten und Thrombozyten

Die Zahlung der Leukozyten und Thrombozyten er®lgit dem Hamatologie-System
Sysmex® K-1000 der DIGITANA AG, Hamburg, D.

Systemaufbau:

Der Sysmex® K-1000 besteht aus einem hydraulischelektronischen und
pneumatischen System.

Das hydraulische System dient dem Ansaugen, Ripetti Verdinnen, Mischen und
Lysieren. Die Analyse und Berechnung der Messs@igs hydraulischen Systems
sowie die Kontrolle der Ergebnisse wird vom elekischen System Gbernommen. Das
pneumatische System ist verantwortlich fur die Bgzang von konstantem Druck und
Vakuum fur die Steuerung der Ventile und den Ablalgr Probenmessung im

hydraulischen System.

Prinzip der Zellzahlung:

Die Leukozyten und Thrombozyten werden nach derktredehen Widerstandsprinzip
gezahlt:

Zu der Zahlung der Blutzellen wird die unterschigu elektrische Leitfahigkeit von
Blut und Verdinnungslésung herangezogen.

Ein Teil der verdinnten Probe wird durch eine M#éssiig gesaugt, durch die ein
konstanter Gleichstrom flie3t. Beim Durchtritt @in@lutzelle durch diese Offnung

verdrangt sie eine ihrem Volumen entsprechende ®ley Verdinnungslésung und
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erzeugt so eine Widerstandsanderung, die propaitider daraufhin eintretenden
Spannungsanderung ist. (Nach dem Ohm'schen GesetdJg= R x |; da hier |
konstant ist gilt: U ~ R.) Das Volumen der Zellet ider von ihr erzeugten
Widerstandsanderung und somit der Spannungsandprapgrtional.

Die Spannungsénderung wird verstarkt und zur Bgseigy von Stérimpulsen an einen

Diskriminatorkreis Ubertragen.

Reagenzien:

- Verdunnungsmittel (Diluent):
Sysmex CELLPACK (PK30L), eine isotone Kochsalzlaswur Verdinnung der
Vollblutproben

- Lysemittel fir die Leukozytenmessung:

Stromatolyser-3WP, bewirkt eine vollstandige Lyse Brythrozyten

4.1.a Leukozytenzahlung:

Verdinnung der Vollblutprobe : 1:250
Probenvolumen : 0,032
Diluent-Volumen ; 1,988 ml
Lysemittel : 1 mi

Fur die Zahlung werden 0,4 ml der Suspension dwicke Kapillare von 10Qum
Durchmesser gesaugt.
Unter Bericksichtigung des Verdinnungsfaktors widie Konzentration der

Leukozyten in n x 13l angegeben.

4.1.b Thrombozytenzéhlung:

Endverdinnung der Vollblutprobe : 1:25.000
1.Verdinnung : 1:500
Probenvolumen : 0,004 mi
Diluent-Volumen : 1,996 ml
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2.Verdinnung : 1:50
1.Verdinnung Probenvolumen : 0,040 ml
Diluent-Volumen : 1.960 ml

Fur die Zahlung werden 0,25 ml der Suspension deicke Kapillare von 75um
Durchmesser gesaugt.
Unter Bericksichtigung des Verdinnungsfaktors widie Konzentration der

Thrombozyten in n x Tl angegeben.

4.2 B-Thromboglobulin

Die Bestimmung wurde mit Reagenzien und der Labsohoift ASSERACHROM®
B-TG der Firma Roche/Diagnostica Stada durchgefihrt.

Testprinzip:

Es handelt sich um einen enzymimmunologischen tio-virest zur quantitativen
Bestimmung vorB-Thromboglobulin B-TG) nach dem Prinzip der Sandwich-Technik.
Bei der ersten Immunreaktion bindet das in der €r@fthalteng3-TG an spezifische
Antikorper, die auf der Oberflache der Mikrotit@isplatte fixiert sind. Mit POD-
markierten B-TG-Antikdrpern werden in der zweiten Immunreakti@®andwich-
Komplexe gebildet, indem die markierten Antikbrpan die freien antigenen
Determinanten deB-TG binden. Die Menge der Sandwich-Komplexe ist Mia3 fur
den 3-TG-Gehalt der Probe. In einem Waschvorgang wird dbaerschissige POD-
Konjugat entfernt und nach Zusatz von Harnstoffpeground Chromogen (o-
Phenylendiamin) die gebundene POD-Aktivitat photiseh bestimmt.

Reagenzien:

- Mikrotitrationsstreifen mit AntB-TG beschichtet
- Antikorper-POD-Konjugat (AntB-TG-Peroxidase)
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Lsq.2: Antikérper-POD-Konjugat (lyophilisiert) + 8 ml Lsg
- Substrat: o-Phenylendiamin (6 Tabl. & 2 mg)
Peroxid: Harnstoffperoxid (6 Tabl. & 5 mg)
Lsg.3: Substratlésung: je 2 Tabletten in 8 ml Aqua désen
- Lsg.4: Puffer-Konzentrat
Enthalt Albumin, Tween 20 und Bploat-Puffer
1:10 mit Aqua dest. verdunnt
- Lsq.5: Waschlosung-Konzentrat
Enthalt NaCl und Tween 20
1:20 mit Aqua dest. verdinnen
- Lsq.6: B-TG-Standard (fur die Eichkurve; lyophilisiert)
in 2 ml Lsg.4 l6sen
- Lsqg.7: B-TG-Kontrolle (lyophilisiert)

in 2 ml Lsg.4 l6sen

Testdurchfiihrung:

Vorbereitend wird das Probenplasma 1:10 mit Lsgrlimnt.

In die Vertiefungen der Mikrotitrationsstreifen @ir200 ul verdiinnte ProbeR-TG-
Standard (=Kontrolle) oder Lsg.4 (=Leerwert) piftt Nach einer Inkubationszeit von
1h bei 15-25°C wird die Mikrotiterplatte gewascherd anschliel3end je 2Q0 Lsg.2
zugegeben. Nach einer weiteren Inkubationszeit dn und einem erneuten
Waschschritt wird Lsg.3 zugegeben und exakt fln3 inkubiert. Die Substratreaktion
wird mit Salzsaure 1 mol/l abgestoppt, die Extiokeén werden bei 492 nm am ELISA-
Reader (Fa. Dynatech) abgelesen und die Konzeorieati anhand der doppelt-
logarithmischen Standardkurve ermittelt.
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4.3 TAT (Thrombin/Antithrombin [l1-Komplex)

Zur Bestimmung von TAT wurden die Reagenzien urdL@iborvorschrift Enzygnost®

TAT micro der Firma Dade Behring, Marburg, D verdeh

Testprinzip:

Der Enzymimmunoassay zur Bestimmung von Human-ThnotAntithrombin I1lI-
Komplex erfolgte nach dem Prinzip der Sandwich-Téch

An die mit Antikérpern gegen Thrombin beschichtet®berflache der
Mikrotitrationsplatte bindet im ersten Inkubatiodlsstt das in der Probe vorhandene
TAT. Bei der zweiten Inkubation werden an die frei®T Ill-Determinanten POD-
konjugierte Antikbrper gegen Human-AT Ill gebund®urch Auswaschen werden die
Uberschussigen Enzym-konjugierten Antikoérper entferAnschlielend  wird die
gebundene Enzymaktivitat bestimmt. Durch Zugabewardinnter Schwefelsdure wird
die enzymatische Umsetzung vonQ4 und Chromogen gestoppt und es folgt die
photometrische Bestimmung der der Konzentration VOAT proportionalen
Farbintensitat.

Mit den Standards wird der Konzentrationsbereidb031g/l abgedeckt. Bei hdheren

Konzentrationen muss die Probe verdinnt werden.

Reagenzien:

- Enzygnost TAT micro:

Mit Kaninchen-Antikdrpern gegen Humahnrdmbin beschichtete

Mikrotitrationsplatten.
- Lsg.1:Konjugat-Lésung:

enthalt 20Qul Anti-Human-ATIII/POD-Konjugat und 11 ml Konjugd&tuffer;

Anti-Human-ATIII/POD-Konjugat:

Anti-Human-ATIII, Peroxidase-konjugievbom Kaninchen;

Konjugat-Puffer:

Enthalt TRIS-Pufferlésung (50 mmol/fjduSerumalbumin vom Rind,;
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- Lsqg.2: TAT-Standard-Plasmen S1 bis S4 (human):

Konzentrationsbereich 2 bis|&f|;
- Lsqg.3: TAT-Kontrollplasma (human)
- Lsqg.4:Proben-Puffer (TAT):

Enthalt TRIS-Pufferldésung (100 mmolfiyyeen (10 ml/l) und EDTA (37 g/l);
- Lsg.5:Waschlésung POD:

Tween-haltige (18 g/l) Phosphat-Pufferlosung (90atin
- _Lsqg.6Puffer/Substrat POD:

Wasserstoffperoxid (0,3 g/l) in Citratfferldsung;
- Lsg.7:Chromogen POD:

0-Phenylendiamin-dihydrochlorid
- Lsq.8: Stopplésung POD:

0,5 N Schwefelsaure

Vor Versuchsbeginn missen alle Reagenzien und Ralde20-25°C erwarmt werden.

Testdurchfuhrung:

In jede Vertiefung wird 5Qul Probenpuffer gegeben und anschlie3end je VertgehO

pl Standard, Kontrolle oder Probe zupipettiert. Heobe wird 15 min bei 37°C
inkubiert. AnschlieRend wird die Mikrotiterplattegaschen und je 100 Konjugat-
Lésung zugegeben. Die Testplatte wird 15 min béC3inkubiert. Nach wiederholtem
Waschen wird in jede Vertiefung 10l Chromogen-Puffer/Substrat-Losung
zupipettiert. Nun wird bei 20-25°C fur 30 min ligetschitzt inkubiert, anschliel3end je
100l Stopplésung zugegeben und die Extinktionen bereMel3wellenlange von 492
nm am ELISA-Reader (MR7000, Fa. Dynatech) abgeleBem Konzentrationen der
Proben werden direkt anhand der mitgefiihrten Stakdave berechnet und in pg/l

angegeben.

40



4.4 Freies Hamoglobin — Hamolyse —

Fur die Bestimmung des freien Ha&moglobins in dewut@bbe kam der MP3
Hamoglobin-Farbtest der Firma Roche Diagnosticsai@im, D zur Anwendung.

Testprinzip:

Hb + Cyanid + Ferricyanid- Hb-Cyanid

Das Serum-Hamoglobin wird mit Cyanid und Ferricganersetzt und als Hamoglobin-
Cyanid gemessen.

Die Messung erfolgt bei einem Absorptionsmaximum ®d6 nm und bei 691 nm als

Leerwert.

Reagenzien:

Lsg.1:Kalium-Hexacyanoferrat-11|

Lsg.2:Kalium-Cyanid

Vorbereitung der Reaktionslésung:

25 ml der Lsg.1 werden auf 1000 ml mit Aqua desfgefillt und 2 ml der Lsg.2

Zupipettiert.

Testdurchfiihrung:

1 ml Reaktionslésung und 0,25 ml Serum werden \&amiund 3 min stehengelassen.
Anschlieend werden die Extinktionen gegen die Reaslosung bei den
Wellenlangen 546 nm und 691 nm gemessen.

Die Berechnung des Hamoglobin-Gehaltes in 100 mirSeergibt sich wie folgt:

(Es46 — Es91) X 746 = mg Hb/100 ml Serum
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4.5 PMN-Elastase

Die Bestimmung der PMN-Elastase wurde mit Reagenmied der Laborvorschrift

MERCK Immunoassay, Darmstadt, D durchgefuhrt.

Testprinzip:

Es handelt sich hierbei um einen heterogenen Emayminoassay zur spezifischen
Bestimmung der PMN-Elastase aus polymorphnucleBeskozyten im Komplex mit
PMN-Elastasex:-Proteinaseinhibitor (P1).

Der in der Probe enthaltene PMN-Elastasd?l-Komplex bindet mit dem PMN-
Elastase-Teil im ersten Inkubationsschritt an dié wntikbrpern beschichtete
Rohrchenwand. Der freie:-PI-Teil des Komplexes wird im zweiten Inkubatiotisstt
an die zugegebenen mit alkalischer Phosphataserf@)ierten Antikérper gebunden.
Dann werden die nicht gebundenen markierten Anpgrausgewaschen und die
enzymatische Aktivitat der gebundenen AP-markier#emtikOrper photometrisch
bestimmt. Die Menge an gebildetem Farbstoff ist deMN-Elastasex:-Pl-

Konzentration direkt proportional.

Reagenzien:

- Lsqg.1-4:Kalibratoren 1-4
enthalt gelatinehaltiger TRIS-Pufferi2@ol und einen PMN-Elastase-PI-
Komplex;
- Lsq.5:Kontrollplasma
enthélt Plasma (Schaf) versetzt mit einem PMN-Bkes1-Pl-Komplex;
- Lsq.6:Probenverdiinnungsmedium
enthalt Phosphatpuffer pH 7,5 20 mmol/l;
- Lsqg.7:Waschldsung:
enthalt HO und Detergenz;
- Lsq.8: Substratlosung:
enthalt 1 Tablette AP-Substrat in 10 ml ARf&ugelost
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AP-Substrat:
enthalt 2Qumol 4-Nitrophenylphosphat pro Tablette
AP-Puffer:
Diethanolamin pH 9,8 1mol/l, Mg£0,5mmol/|

- Lsqg.9:Stopplésung:
NaOH 2 mol/l

- Lsqg.10:AK-beschichtete R6hrchen
Anti-PMN-Elastase-(human)-Antikdrper vom &th

- Lsqg.11:AK-Enzym-Konjugat

Anti-a1-Pl-(human)-Antikorper vom Kaninchen gekoppelt iR

Lsg.12:AK-Enzym-Konjugat-Puffer 25 ml
Enthalt TRIS pH 7,5 (0,25 mmol) und MgQ|05 mmol fir die Herstellung
der AK-Enzym-Lsg.

Testdurchfiihrung:

a) Vorbereitung:
- 50 pl des Proben- sowie des Kontrollplasmas mit je 28l00erdiinnungsmedium

verdinnen.

b) Durchfihrung:

- Je 100Qul der Waschlésung (Lsg.7) in die Rohrchen gebennawh 5-20minutiger
Inkubation bei 20-25°C wieder absaugen.

- Dann je 500ul Kalibratoren, Kontrollplasma und Probenplasmaigettieren, 60
min bei 20-25°C inkubieren und die R6hrchen ane@and waschen.

- Die gewaschenen Rohrchen werden mit jeweils| BQ&g.12 versetzt.

- Nach einer Inkubationszeit von 30 min bei 20-255[@t erneut einWaschvorgang.

- Zugabe von je 50@ Substratiésung und 30 min Inkubation im Dunke&i BO-
25°C.

- Abstoppen der Reaktion mit 1Q0Stopplésung (Lsg.9).
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Die Extinktionen werden bei einer Mel3wellenlangen vi05 nm gemessen und die

Konzentrationen der Proben an der mitgefluhrteniKationskurve ermittelt (pg/l).

4.6 SC5b-9 (TCC=Terminal Complement Complex)

Fur den Nachweis von SC5b-9-Komplexen wurde deryBnmmmunoassay SC5b-9
Komplex ELISA Kit AO09 der Firma Quidel®, USA verweet.

Testprinzip:

Bei der ersten Inkubation bildet das in der Probehandene SC5b-9 mit den auf der
Oberflache der Mikrotiterplatte fixierten monokldea Anti-human SC5b-9
Antikdrpern Komplexe. Im nachfolgenden zweiten Ib&tionsschritt reagieren
Meerrettich-Peroxidase konjugierte Antikorper, welspezifisch zu SC5b-9 Antigenen
sind, mit den Komplexen aus SC5b-9 und den SC5m&kérpern. Nach Auswaschen
der ungebundenen Komponenten erfolgt die Zugabe Sobhstrat, das mit dem
gebundenen Peroxidase-Konjugat reagiert. Die Iitt@nsler durch enzymatische
Reaktion entstandenen Farbe der Probe ist der Ktatien an SC5b-9 in der Probe

proportional und wird photometrisch bestimmit.

Reagenzien:

- mit monoklonalen Anti-human SC5b-9 Antikdrpern gi%) beschichtete
Mikrotiterstreifen
- Waschpufferkonzentrat 20xKonzentrat
Enthalt PhosphatPuffer PBS, 0,05 % TWEEN und 0,0lhnerosal
- Standards A, B, C:
Enthéalt SC5b-9 in humanem Serum und 0,01 % Thinaéros
- Hoch positive Kontrolle:
Enthéalt SC5b-9 in humanem Plasma und 0,01 % Thisaé¢ro

- Schwach positive Kontrolle:
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Enthéalt SC5b-9 in humanem Plasma und 0,01 % Thisaé¢ro
Probenverdinnungspuffer:

Enthalt PBS, 0,05 % Tween 20 und 0,01 % Thimerosal

Konjugat:

Enthalt Anti-human SC5b-9 von der Ziege, Proxidasejugiert, PBS und 0,01 %
Thimerosal

Substrat Verdinnungspuffer:

Enthalt 0,1 M Citrat Puffer mit 0,05 %-6-

Substrat Konzentrat:

Enthalt 0,75 2-2"-Azino-di-(3-Ethylbenzthiazol saflige Saure) Diammonium
Salz;

Kurz vor dem Gebrauch werden %0 Konzentrat in 1 ml Verdlinnungspuffer
gelost.

Stopplosung: 0,25 M Oxalsaure

Testdurchfiuihrung:

a) Vorbereitung:

Alle Reagenzien auf Raumtemperatur bringen.

Verdinnung der Plasmaproben 1:4 mit Probenvendtgspuffer

b) Durchfuhrung:

Je 100pl der vorbereitenden Proben, Kontrollen und Stasslan die daflr
vorgesehenen Vertiefungen pipettieren.

Die abgedeckte Platte bei Raumtemperatur@imih inkubieren.

Anschliel3end wird 5mal mit je 3Q0 Waschpuffer-Gebrauchslésung gewaschen.
Je 5Qul SC5b-9-Konjugat in die Vertiefungen pipettieren.

Nun wird die abgedeckte Platte erneut 60 minR@imtemperatur inkubiert.

Es folgt die Wiederholung des Waschvorgangs.

In jede Vertiefung wird 10Qul der angesetzten Substratlésung pipettiert und die
abgedeckte Platte bei Raumtemperatur fir 30 minkiskt.

Die enzymatische Reaktion wird mit je fl0Stoppldsung abgestoppt.
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- Die optische Dichte wird bei einer Messwellenléngon 405 nm gegen den
Leerwert gemessen. Anhand der Kalibrationskurvedermrdie Konzentrationen in

ng/ml ermittelt.
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5. Statistische Auswertung der Ergebnisse

51 Hamatokrit-Korrektur

Um einen statistischen Vergleich der Untersuchuagspeter der verschiedenen
Gruppen zu ermoglichen, wurden die zu den einzel®dmahmezeitpunkten
gemessenen Werte jeweils mit einem sogenannterektarfaktor F multipliziert, um
die durch H&amodilution verursachte Verdinnung delkiteB und die damit
einhergehende Verédnderung der PlasmakonzentragonPdrameter auszugleichen.

Dieser Korrekturfaktor wurde HLM-abhangig ermittefid wird wie folgt berechnet:

Gesamtvolume
= /]Probenvolumen (=Konservenvolumen)

5.2 Statistischer Vergleich

Zu den einzelnen Abnahmezeiten wurde fir jedenreter aus den Hk-korrigierten
Werten jeweils der Mittelwert und die Standardalmivang (sd) ermittelt. Zur besseren
Vergleichbarkeit der Parameterwerte wurde der lezi etsten Abnahme gemessene
Wert mit 100 % gleichgesetzt und die im weitererrl&g des Versuchs ermittelten
Werte als Prozentanderung beziglich dieses Ausgeentgs im Diagramm dargestellt.
Der statistische Vergleich der verschiedenen Gmpperfolgte zu jedem
Abnahmezeitpunkt mit Hilfe des Programms Excel 2@@Mand der einfaktoriellen
Varianzanalyse (ANOVA), ebenso wie der Vergleicli denzelnen Werte innerhalb
einer Gruppe mit dem jeweiligen Ausgangswert (Abmereitpunkt 1).

Bei einer angenommenen Irrtumswahrscheinlichkeit pe0,05 zur Abschatzung der

statistischen Signifikanz gilt:
p > 0,05 : kein statistisch signifikanter Unterschi

p < 0,05: statistisctsignifikanter Unterschied

p < 0,01 : statistischhoch signifikanter Unterschied
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. ERGEBNISSE

1. Thrombozyten

1.1  Vergleich der unbeschichteten Oxygenatoren mit den Bioline-

Oxygenatoren:

Der statistische Vergleich dieser beiden Gruppegaterschon nach einminitiger
Rezirkulation einen hoch signifikanten Unterschiddr bis zu einer Zirkulationszeit
von einer Stunde nachgewiesen werden konnte (Abb.Wahrend die
Thrombozytenkonzentration in der unbeschichtetenp@e initial von 220+ 35
x103/ul auf 67 33 x103/ul abfiel und nach 10 Minuten einen Miniwext von 11+ 12
x103%/ul (4,815 % der Ausgangskonzentration) erteichetrug der minimale Wert in
der Bioline-Gruppe 148+ 29 x10%ul (68,910 % des Ausgangswertes). Der
Konzentrationsabfall in der unbeschichteten Gruppedemnach deutlich massiver als
in der heparinbeschichteten Gruppe.

Nach 20minitiger Rezirkulation stieg in der unbédueten Gruppe die
Thrombozytenanzahl wieder an, jedoch konnten anekted Zirkulationszeit nur 29

29 x103 Thrombozyten/ul gezahlt werden.

Innerhalb der Gruppen konnten anhand der Variamgsmajeweils signifikante
Unterschiede festgestellt werden, die jedoch in @guppe der unbeschichteten

Oxygenatoren im Gegensatz zur Bioline-Gruppe dwbkgd hoch signifikant waren.

1.2  Vergleich der unbeschichteten Oxygenatoren mit den Safeline-

Oxygenatoren:

Bei dem statistischen Vergleich der unbeschichteténder polypeptidbeschichteten
Gruppe ergaben sich wahrend der zweiten und dridenahme hoch signifikante
Unterschiede bezlglich der Thrombozytenkonzentmatice auf einem weniger starken
initialen Abfall der Thrombozytenzahlen in der Siie-Gruppe beruhten (Abb.1). Im
Verlauf der Rezirkulation kam es jedoch auch beaisdn Oxygenatoren zu einer
massiven Reduktion der Thrombozytenzahlen. Zum Abwaeitpunkt nach

20minutiger Rezirkulation konnten in der Gruppe deolypeptidbeschichteten

48



Oxygenatoren bei einem Ausgangswert von 2987 x103%/ul nur noch 23 8 x103
Thrombozyten/ul gezéhlt werden, was 7,867 % desgaugswertes entspricht
(Minimalwert in der unbeschichteten Gruppe: 4,815d&6 Ausgangskonzentration).
Wie auch in der unbeschichteten Gruppe stieg deoribozytenwert in der Safeline-
Gruppe nach einer halben Stunde wieder an.

Anhand der Varianzanalyse konnten innerhalb dempfeuder Safeline-Oxygenatoren
nach einer Zirkulationszeit von 5 Minuten hoch gigante Unterschiede nachgewiesen

werden.

1.3  Vergleich der Bioline-Oxygenatoren mit den Safme-Oxygenatoren:

Hier unterschieden sich die Thrombozytenkonzemnath zwischen dem dritten und
vorletzten Abnahmezeitpunkt statistisch hoch sigaift voneinander (Abb.1). Nach
einer Rezirkulationszeit von 5 Minuten zeigte sictder Safeline-Gruppe ein deutlich
starkerer Abfall der Thrombozyten als in der Biel@ruppe. Zu diesem Zeitpunkt
betrug die Thrombozytenkonzentration in der jewgeti Gruppe 8% 29 bzw. 176+ 18
x103/ul. Am Ende der Rezirkulation nach zwei Stundear die Anzahl der
Thrombozyten in den beiden Gruppen annahernd gl@elfeline: 128+ 21 x103/pul;
Bioline: 148+ 29 x103/ul).

Thrombozyten
120

= 100 -
= 801 T LI T T |mnon-coated
é‘ 60 O Bioline
§ 40 O Safeline
= o) Pl |

o I &l Jf &#F &l

o' 1 5' 100 200 30° 60 120
Abnahmezeiten [min]

Abb.1 Verlauf der Thrombozytenzahlen wahrend 12@itger Rezirkulation
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Abnahmezeiten [min] mon-coated Bioline p
Mittelwert |sd| Mittelwert |sd
0 5 220 35 215 16 0,8096176
1 5 67 33 186 18 0,0002109
5 5 18 11 176 18 3,894E-07
10 5 11 12 159 14 2,874E-07
20 5 17 10 165 21 1,214E-06
30 5 15 14 166 21 2,245E-06
60 5 43 95 174 22 9,468E-05
120 5 29 29 148 29 0,0308523
Tabl.1 Vergleich non-coated - Bioline
Abnahmezeiten [min]n|non-coateg Safeline p
Mittelwert |sd| Mittelwert |sd
0 5 220 35 291 67 0,0968113
1 5 67 33 198 52 0,0028247
5 5 18 11 81 29 0,0037176
10 5 11 12 29 15 0,1083515
20 5 17 10 23 8]0,3501187
30 5 15 14 35 12 0,0640505
60 5 43 95 74 15 0,099036
120 5 29 29 128 21 0,1006636
Tab1.2 Vergleich non-coated - Safeline
Abnahmezeiten [min]n| Bioline Safeline p
Mittelwert |sd| Mittelwert |sd
0 5 215 16 291 67 0,0584049
1 5 186 18 198 52 0,6851456
5 5 176 18 81 29 0,0005544
10 5 159 14 29 15 1,478E-06
20 5 165 21 23 8| 1,242E-06
30 5 166 21 35 12 4,485E-06
60 5 174 22 74 15 5,985E-05
120 5 148 29 128 21 0,2933706

Tab1.3 Vergleich Bioline - Safeline
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1.4  Vergleich der Safeline-Oxygenatoren mit den hepinisierten Safeline
Oxygenatoren:

Der Vergleich dieser Safeline-Oxygenatoren ergab zu einer Zirkulationszeit von
einer halben Stunde statistisch signifikante bzachhsignifikante (nach 5 und 20
Minuten) Unterschiede (Abb.2). In der Gruppe dert rheparinisierter LOsung
vorgespulten Oxygenatoren fiel die Thrombozytenkmtation von einer
Ausgangskonzentration von 12446 x103/ul nach 10minutiger Rezirkulation auf @ine
Wert von 6+ 8 x103/ul (2,853 % des Ausgangswertes) ab, wahnerder Safeline-
Gruppe ein Minimalwert von 2% 8 x103/ul (7,867 % der Ausgangskonzentration)
festgestellt wurde. Die Thrombozytenzahlen in depdrinisierten Gruppe fielen somit
auf weniger als die Halfte der minimalen Thromlkiemanzahl in der Safeline-Gruppe
ab, stiegen aber nach zwei Stunden wieder auf & von 143t 26 x103/ul an und
unterschieden sich damit statistisch gesehen nidathr signifikant von der
Konzentration der Thrombozyten in der Safeline-@rip

Innerhalb der mit Heparinlésung vorgespilten Saéelsruppe bestanden wéhrend der

einstindigen Rezirkulation statistisch signifikabmv. hoch signifikante Unterschiede.

1.5 Vergleich der Safeline-Oxygenatoren mit den solell gealterten Safeline-

Oxygenatoren:

Der Vergleich mit den schnell gealterten Oxygerettoreigte schon nach 1 Minute
Rezirkulation einen statistisch hoch signifikantémterschied, der auch noch nach einer
halben Stunde festgestellt werden konnte (Abb.2h#hd der Thrombozytenwert in
der gealterten Safeline-Gruppe von 2021 x103/ul nach 5 Minuten auf#95 x103/ul
(5,008 % des Ausgangswertes) abfiel, betrug dieombozytenkonzentration zu
derselben Zeit in der Safeline-Gruppe bei einemgaAngswert von 29% 67 x103/ul
noch 81 + 29 x10%ul (28,096 % der AusgangskonzentrationyachiN einer
Zirkulationszeit von einer halben Stunde konnte dar gealterten Gruppe ein
langsamerer Anstieg der Thrombozyten-Konzentrabenbachtet werden als in der
Safeline-Gruppe (Safeline gealtert: 4% x103/ul; Safeline: 3% 12 x103/ul). Am Ende
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der Rezirkulation wurden jedoch annahernd gleichembozytenzahlen nachgewiesen
(Safeline: 128 21 x103%/ul; Safeline gealtert: 12327 x103%/pl).
Innerhalb der Gruppe der gealterten Safeline-Oxgtpgan konnte bereits nach

einminutiger Rezirkulation ein statistisch hochngligganter Unterschied nachgewiesen
werden.

Thrombozyten
120
—. 100 -
S
g 80 1 |1_ W Safeline
y 601 O Safeline m.Hep
% 40 H O Safeline alt
= 20 -
0 ﬁ_iﬁaimi-ﬂirﬁi |
0 1 5 100 200 30 60 120
Abnahmezeiten [min]

Abb.2 Verlauf der Thrombozytenzahlen wahrend 12@mnger Rezirkulation
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Safeline
Abnahmezeiten [min] n Safeline m.Hep p
Mittelwert |sd| Mittelwert |sd
0 5 291 67 194 46 0,0441536
1 5 198 52 116 4Q 0,0369291
5 5 81 29 18 8| 0,0029731
10 5 29 15 6 810,0280462
20 5 23 8 6 5] 0,0057705
30 5 35 12 16 10 0,0396443
60 5 74 15 82 23 0,5730689
120 5 128 21 143 26 0,3867271

Tabl.4 Vergleich Safeline — Safeline mit Heparinl@n Vorspullésung

Abnahmezeiten [min]n| Safeline Safeline alt p
Mittelwert |sd| Mittelwert |sd
0 5 291 67 202 41 0,052135
1 5 198 52 42 26 0,0007042
5 5 81 29 9 510,0012339
10 5 29 15 9 510,0379926
20 5 23 8 9 710,0320835
30 5 35 12 12 6| 0,0084634
60 5 74 15 44 22 0,0594851
120 5 128 21 123 27 0,7684831

Tabl.5 Vergleich Safeline — Safeline schnell gealte
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2. 3-Thromboglobulin

Die Freisetzung von R-Thromboglobulin ist ein Ilradide fir das Ausmald der

Thrombozytenaktivierung.

2.1  Vergleich der unbeschichteten Oxygenatoren mit den Bioline-

Oxygenatoren:

Der Vergleich der heparinbeschichteten mit der aobiehteten Gruppe zeigte schon
nach 5 Minuten einen statistisch hoch signifikantérterschied, der bis zum letzten
Abnahmezeitpunkt bestehen blieb (Abb.3). Wahrene& d-Thromboglobulin-
Konzentration bei der unbeschichteten Gruppe véh2lid 62,55 IU/ml zum Ende der
Rezirkulation auf einen Maximalwert von 515958.127,87 IU/ml (4569,742 % des
Ausgangswertes) anstieg und schon nach 5 Minutenmessiver Anstieg der B-
Thromboglobulin-Werte zu erkennen war (1462#8671,11 IU/ml bzw. 1383,069 %
des Ausgangswertes), erreichte die B-Thrombogloi{dinzentration in der Bioline-
Gruppe nach 120 Minuten nur einen Maximalwert vabd+ 261,21 1U/ml (2157,888
% der Ausgangskonzentration).

Innerhalb der jeweiligen Gruppen zeigten sich ehnfsignifikante Unterschiede,
wobei diese in der unbeschichteten Gruppe schoh BaMinuten, in der Bioline-
Gruppe erst nach 20 Minuten als hoch signifikargebshnet werden konnten und in

beiden Gruppen bis zum letzten Abnahmezeitpunkietteh.

2.2 Vergleich der unbeschichteten Oxygenatoren mit den Safeline-

Oxygenatoren:

Im Gegensatz zum Vergleich der unbeschichteterdetitheparinbeschichteten Gruppe
wies der Vergleich der unbeschichteten Oxygenatangrden Safeline-Oxygenatoren
nur zum 3.Abnahmezeitpunkt einen statistisch siggniten Unterschied auf (Abb.3).
Die 3-Thromboglobulin-Konzentration in der unbesbketen Gruppe betrug nach 5
Minuten 1462,84+ 671,11 IU/ml. In der polypeptidbeschichteten Gripgagegen
stiegen die B-Thromboglobulin-Werte weniger stada 119,15+ 58,49 IU/ml auf
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646,57+ 175,81 IU/ml (623,502 % des Ausgangswertes) an.weiteren Verlauf
erreichte die R-Thromboglobulin-Konzentration iresér Gruppe nach 120minutiger
Rezirkulation jedoch mit 5396,84 293,77 IU/ml einen der unbeschichteten Gruppe
ahnlich hohen Maximalwert (5159,%81127,87 1U/ml).

Innerhalb der Safeline-Gruppe zeigten sich wiean @ruppe mit den unbeschichteten
Oxygenatoren schon nach einer Zirkulationszeit wrMinuten bis zum letzten

Abnahmezeitpunkt statistisch hoch signifikante Wsthiede.

2.3  Vergleich der Bioline-Oxygenatoren mit den Safme-Oxygenatoren:

Wie schon in Vergleich 2.1 festgestellt wurde, émya sich auch zwischen der
heparinbeschichteten und der polypeptidbeschiahte®&uppe nach 5minutiger
Rezirkulation statistisch hoch signifikante Untéiisde, die bis zum Ende der
Zirkulationszeit anhielten (Abb.3). Wahrend in &afeline-Gruppe nach 5 Minuten die
3-Thromboglobulin-Konzentration auf 632,502 % desisgangswertes anstieg,
erreichten die 3-Thromboglobulin-Werte in der BieliGruppe nur 245,570 % der
Ausgangskonzentration. Im weiteren Verlauf der Re#ation stiegen die B3-
Thromboglobulin-Werte in der heparinbeschichtetenppe auf einen Maximalwert an
(1250,07+ 261,21 IU/ml bzw. 2157,888 %), der weniger als Hi&gfte des in der
Safeline-Gruppe erreichten Maximalwertes (5396:8493,77 bzw. 5917,119 %)
betrug.
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Abnahmezeiten [min]n/non-coated Bioline p
Mittelwert| sd Mittelwert|  sd
0 5 132,27 62,55 61,52 16,91 0,060506768
1 5 405,78 | 383,31 99,79 28,78 0,150023892
5 5 1462,84 | 671,11 149,4 55,920,004539895
10 5 1971,33 | 624,37 253,5 124,59,000648913
20 5 3405,27 | 1586,76 386,94 | 157,66 0,005344051
30 5 3711,51 | 1550,88 432,57 | 148,17 0,002958039
60 5 4232,97 | 1575,97 619,23 | 163,62 0,001846212
120 5 5159,58 | 1127,8fF 1250,07 | 261,21 0,000144489
Tab2.1 Vergleich non-coated — Bioline
Abnahmezeiten [min]n|non-coated Safeline p
Mittelwert| sd Mittelwert| sd
0 5 132,27 62,55 119,15 58,49 0,767152131
1 5 405,78 | 383,31 103,22 30,68 0,154207%99
5 5 1462,84 | 671,11 646,57| 175,8D,046449311
10 5 1971,33 | 624,37 1682,83 297  0,428193573
20 5 3405,27 | 1586,76 3182,78 | 343,68 0,790961396
30 5 3711,51 | 1550,88 3307,18 | 343,32 0,6244176%2
60 5 4232,97 | 1575,9F 3691,18 | 363,08 0,521722121
120 5 5159,58 | 1127,87 5396,84 | 293,71 0,6945818%7
Tab2.2 Vergleich non-coated — Safeline
Abnahmezeiten [min]n| Bioline Safeline p
Mittelwert| sd Mittelwert|  sd
0 5 61,52 16,91 119,15 58,49 0,094984833
1 5 99,79 28,73 103,22 30,63 0,874369044
5 5 1494 55,92 646,57| 175,810,00065409
10 5 2535 124,59 1682,83 297| 2,05209E-05
20 5 386,94 | 157,66 3182,78 343,683,1814E-07
30 5 432,57 | 148,17 3307,18 343,323,1814E-07
60 5 619,23 | 163,62 3691,18 363,08,09842E-07
120 5 1250,07 | 261,21 5396,84 293,72,67633E-08

Tab2.3 Vergleich Bioline - Safeline
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2.4  Vergleich der Safeline-Oxygenatoren mit den hepinisierten Safeline
Oxygenatoren:

Der statistische Vergleich dieser Gruppen ergamekesignifikanten Unterschiede
(Abb.4). Wahrend die 3-Thromboglobulin-Konzentratio der Safeline-Gruppe nach
120 Minuten von 119,1% 58,49 IU/ml auf einen Maximalwert von 5396,84293,77
IU/ml (5917,119 %) anstieg, erreichte die Safel@reppe mit dem Heparinzusatz bei
einem Ausgangswert von 145£797,45 IU/ml nach 120minutiger Rezirkulation einen
Wert von 4889,5% 609,52 IU/ml (4824,414 %).

Innerhalb der mit der heparinhaltigen Lésung vopgéisn Safeline-Gruppe zeigten
sich wie in der anderen Safeline-Gruppe nach 5ngiatiRezirkulation statistisch hoch

signifikante Unterschiede.

2.5 Vergleich der Safeline-Oxygenatoren mit den solell gealterten Safeline-
Oxygenatoren:

Die [-Thromboglobulin-Konzentration in der Gruppedt mden schnell gealterten
Oxygenatoren stieg schon nach einer Zirkulationsz®i 5 Minuten von 92,31 95,13

IU/ml auf 993,5+ 227,9 IU/ml bzw. 1877,466 % des Ausgangswertesvahyend die

3-Thromboglobulin-Konzentration in der Safeline-@va zu diesem Zeitpunkt nur
646,57+ 175,81 IU/ml bzw. 632,502 % des Ausgangswertesuggiibb.4). Statistisch
zeigte sich nach dieser Zeit der Rezirkulation gnifikanter Unterschied zwischen
den beiden Gruppen, der ab dem Abnahmezeitpunkh r2c Minuten als hoch
signifikant bezeichnet werden konnte. Hier betruge di3-Thromboglobulin-

Konzentration bei den gealterten Oxygenatoren 4% % und bei den Safeline-
Oxygenatoren 3353,652 % des Ausgangswertes. Naeh Zirkulationszeit von 60

Minuten konnten keine statistisch signifikanten étathiede mehr festgestellt werden.
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Safeline
Abnahmezeiten [min]n| Safeline m.Hep p
Mittelwert sd Mittelwert| sd
0 5 119,15 58,49 145,7 97,45 0,652840993
1 5 103,22 30,63 141,09 44,91 0,200995938
5 5 646,57 | 175,81 867,34 294,84 0,234333881
10 5 1682,83 297 1912,52 507,88 0,457395476
20 5 3182,78 | 343,68 3362,74 638,67 0,633050505
30 5 3307,18 | 343,32 3544,01 470,31 0,439494238
60 5 3691,18 | 363,08 4211,07 580,56 0,167376476
120 5 5396,84 | 293,77 488957 609,52 0,172153p628
Tab2.4 Vergleich Safeline — Safeline mit Heparin
Abnahmezeiten [min]n| Safeline Safeline alt p
Mittelwert| sd Mittelwert| sd
0 5 119,15 58,49 92,31 95,183 0,64142184
1 5 103,22 30,63 226,11| 128,63 0,166668584
5 5 646,57 | 175,81 993,5 227,90,042466171
10 5 1682,83 297 1247,15 150,89,030856635
20 5 3182,78 | 343,68 2265,38 325,20,004689271
30 5 3307,18 | 343,32 2340,23 322,38,003406428
60 5 3691,18 | 363,08 3005,79 1213,54,310705652
120 5 5396,84 | 293,77 5081,0%5 540,81 0,334488p77

Tab2.5 Vergleich Safeline — Safeline schnell gealte
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3. TAT

Die Konzentration an gebildetem TAT-Komplex refiekt das Ausmall der

intravasalen Thrombinbildung und somit das AusmafiGkrinnungsaktivierung.

3.1 Vergleich der unbeschichteten Oxygenatoren mit den Bioline-
Oxygenatoren:

Nachdem in der unbeschichteten Gruppe die TAT-Kommagdon nach einer
Zirkulationszeit von 120 Minuten zunachst auf eirert von 9,12+ 4,948 g/l bei
einem Ausgangswert von 10,7626,006 pg/l abfiel, stieg die Konzentration des TAT
bis zum Ende der Rezirkulation auf 12,82 5,799 ug/l bzw. 122,583 % des
Ausgangswertes an (Abb.5).

In der Bioline-Gruppe konnte nach 120 Minuten eonkentrationsanstieg von 5,762
1,284 pg/l auf 222,811 % des Ausgangswertes betdtackerden. Die TAT-
Konzentration betrug somit am Ende der Rezirkutatid,934+ 4 ug/l. Wahrend der
gesamten Zirkulationszeit bestand statistisch gasedein signifikanter Unterschied
zwischen den beiden Gruppen.

Innerhalb der Gruppe der heparinbeschichteten Orgtgeen konnte im Gegensatz zur
unbeschichteten Gruppe nach einstindiger Rezirkuldiis zur letzten Abnahme ein

statistisch signifikanter Unterschied nachgewieserden.

3.2 Vergleich der unbeschichteten Oxygenatoren mit den Safeline-

Oxygenatoren:

Auch der Vergleich der unbeschichteten Gruppe mier dGruppe der
polypeptidbeschichteten Oxygenatoren ergab anhaed \darianzanalyse keinen
statistisch signifikanten Unterschied (Abb.5). lar dSafeline-Gruppe fiel die TAT-
Konzentration &hnlich wie in der unbeschichtetenugpe nach 5mindtiger
Rezirkulation von 5,11& 0,914 g/l auf 4,503 0,811 ug/l ab, stieg dann aber wieder
an und erreichte am Ende der Zirkulationszeit ew&mt von 6,514 1,174 pg/l bzw.
129,519 % des Ausgangswertes.
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3.3  Vergleich der Bioline-Oxygenatoren mit den Safme-Oxygenatoren:

Bei dem Vergleich der Bioline- mit der Safeline-@pe konnte schon zum ersten und
zweiten Abnahmezeitpunkt ein statistisch signiftieanUnterschied nachgewiesen
werden. Wahrend der TAT-Wert nach einer Zirkulasmgit von 5 Minuten in der
Bioline-Gruppe auf 116,659 % anstieg, betrug dieTdKonzentration in der Gruppe
der Safeline-Oxygenatoren zu diesem Zeitpunkt mehrf2,12 % des Ausgangswertes
(Abb.5). Nach 120minttiger Rezirkulation stieg d&T-Wert in der Safeline-Gruppe
mit 6,514+ 1,174 pg/l auf etwas mehr als die Halfte des TA&HAS in der Bioline-
Gruppe (11,934+ 4 pug/l) an. Auch zu diesem Zeitpunkt konnte anhated

Varianzanalyse ein statistisch signifikanter Untbrsd ermittelt werden.

TAT
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Abb.5 Verlauf der TAT-Konzentrationen wéhrend 120itiger Rezirkulation
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Abnahmezeiten
[min] n|non-coated Bioline p
Mittelwert | sd | Mittelwert| sd
0 5 10,762 | 6,006 5,762 1,284 0,1421457
1 5 10,952 | 6,513 7,192 1,231 0,2893669
5 5/ 10,068 | 5,855 6,72 1,72 | 0,3044804
10 5 9,73 5,385 6,946 1,329 0,3447595
20 5 9,12 4,948 6,472 1,309] 0,3310509
30 5 9,681 5,83 6,41 1,002 0,3008026
60 5 10,33 | 5971 8,485 1,913| 0,5724414
120 5 12,62 | 5,799 11,934 4 0,850346
Tab3.1 Vergleich non-coated - Bioline
Abnahmezeiten
[min] n|non-coated Safeline p
Mittelwert | sd | Mittelwert| sd
0 5 10,762 | 6,006 5,118 0,914| 0,1002219
1 5/ 10,952 | 6,513 5,271 0,676/ 0,1209135
5 5/ 10,068 | 5,855 4,503 0,811 0,0964727
10 5 9,73 5385 5,22 0,746/ 0,1356219
20 5 9,12 4,948 5,112 1,243 0,15478Y
30 5 9,681 5,83 5,478 0,695 0,1900153
60 5 10,33 | 5,971 6,349 1,358 0,229741
120 5 12,62 | 5,799 6,514 1,174| 0,0728756
Tab3.2 Vergleich non-coated - Safeline
Abnahmezeiten
[min] n| Bioline Safeline p
Mittelwert | sd | Mittelwert| sd
0 5/ 5,762 1,284 5,118 0,914| 0,4372801
1 5 7,192 1,231 5,271 0,676| 0,0256644
5 5 6,72 1,72 4,503 0,8110,0480376
10 5 6,946 1,329 5,22 0,746/ 0,0532651
20 5 6,472 1,309 5,112 1,243 0,1704142
30 5 6,41 1,002 5,478 0,695/ 0,1647897
60 5 8,485 | 1,913 6,349 1,358/ 0,1061521
120 5 11,934 4 6,514 1,1740,0315929

Tab3.3 Vergleich Bioline - Safeline
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3.4  Vergleich der Safeline-Oxygenatoren mit den hepinisierten Safeline
Oxygenatoren:

Zum ersten und zweiten Abnahmezeitpunkt bestandchen diesen beiden Gruppen
statistisch gesehen ein signifikanter Unterschigab(6). In der mit der Heparinlésung
vorgespulten Safeline-Gruppe stieg die TAT-Konzaidn von 7,613 1,652 g/l auf
8,005+ 1,935 pg/l an, wahrend in der Safeline-GruppeAdisgangskonzentration des
TAT mit 5,118+ 0,914 ug/l geringer war und auf einen Wert vor7b,2 0,676 pug/l

anstieg.

3.5 Vergleich der Safeline-Oxygenatoren mit den solell gealterten Safeline-

Oxygenatoren:

Bei dem Vergleich mit den schnell gealterten Oxygeren ergab sich wahrend der
gesamten Zirkulationszeit kein statistisch sigmifiter Unterschied (Abb.6). Die TAT-
Konzentration in der Gruppe der gealterten Oxygaeat betrug zu Beginn 13,727
17,43 pg/l und stieg dann bis zum Zirkulationseade110,237 % des Ausgangswertes
bzw. 11,31A 11,52 ug/l an.
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Abb.6 Verlauf der TAT-Konzentrationen wahrend 12@itiger Rezirkulation
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Abnahmezeiten Safeline
[min] n| Safeline m.Hep p
Mittelwert | sd | Mittelwert| sd
0 5/ 5,118 | 0,914 7,613 1,652| 0,0295831
1 5 5,271 | 0,676 8,005 1,935| 0,0284625
5 5 4503 | 0,811 6,778 2,106| 0,0785277
10 5 5,22 0,746 7,448 2,505 0,12667
20 5 5,112 | 1,243 7,429 2,075 0,0916071
30 5 5,478 | 0,695 7,671 2,165/ 0,0898553
60 5 6,349 | 1,358 7,842 2,311 0,2975138
120 5 6514 | 1,174 7,644 2,239 0,3971195
Tab3.4 Vergleich Safeline — Safeline mit Heparin
Abnahmezeiten
[min] n| Safeline Safeline alt p
Mittelwert | sd | Mittelwert| sd

0 5 5,118 | 0,914 13,777 | 17,43 0,3501166
1 5 5,271 | 0,676 13,078 | 16,2610,3654826
5 5 4503 | 0,811 13,133 | 15,3880,2951952
10 5 5,22 0,746 12,044 | 13,38 0,3382609
20 5 5,112 | 1,243 13,887 | 18,0640,3607789
30 5 5478 | 0,695 12,89 | 14,9210,3500555
60 5 6,349 | 1,358 12,129 | 13,339 0,41363
120 5 6514 | 1,174 11,317 | 11,52 0,4308496

Tab3.5 Vergleich Safeline — Safeline schnell gealte
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4. Hamolyse

Die Konzentration an freiem Hamoglobin im Plasmaegglt das Ausmald der
Hamolyse wider.

4.1  Vergleich der unbeschichteten Oxygenatoren mit den Bioline-

Oxygenatoren:

Beim Vergleich der unbeschichteten mit der hepa&schichteten Gruppe konnte kein
statistisch signifikanter Unterschied nachgewiesenden (Abb.7). Die Konzentration
des freien Hamoglobins im Plasma stieg in der Geupfer unbeschichteten
Oxygenatoren von 26,1% 7,83 mg/dl nach 120mindtiger Rezirkulation aufesin
Maximalwert von 101,85 121,14 mg/dl bzw. 355,394 % des Ausgangswertes an,
nachdem es initial zu einem leichten Abfall der l@tobinkonzentration auf 15,79
7,17 mg/dl gekommen war. In der heparinbeschichtet®&ruppe fiel der
Hamoglobinwert ebenfalls initial von einer Konzextion von 18,532 2,141 mg/d| auf
einen Wert von 9,816 2,378 mg/dl ab und erreichte bis zum Ende derufationszeit
einen maximalen Wert von 31,644 14,824 mg/dl bzw. 176,801 % des
Ausgangswertes.

Innerhalb der Gruppe der Bioline-Oxygenatoren kennin Gegensatz zur
unbeschichteten Gruppe von der ersten bis zur tztele Abnahme ein statistisch hoch

signifikanter Unterschied festgestellt werden.

4.2  Vergleich der unbeschichteten Oxygenatoren mit den Safeline-

Oxygenatoren:

Auch der Vergleich der unbeschichteten Gruppe naib gholypeptidbeschichteten
Oxygenatoren zeigte statistisch gesehen keinerfigkemen Unterschied (Abb.7). Der
Hamoglobin-Wert in der Safeline-Gruppe stieg vors,88 + 128,64 mg/dl auf einen
Maximalwert von 238,63 106,92 mg/dl (602,226 % der Ausgangskonzentratom)

Initial fiel die Konzentration des freien Hamoglobiin beiden Gruppen in @hnlichem
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Ausmald ab (non-coated: 57,904 %; Safeline: 59,6%f6 stieg dann nach einer
Zirkulationszeit von 5 Minuten wieder stetig an.
Innerhalb der Safeline-Gruppe konnte wie auch in @euppe der unbeschichteten

Oxygenatoren kein signifikanter Unterschied anhaledt Varianzanalyse ermittelt
werden.

4.3  Vergleich der Bioline-Oxygenatoren mit den Safme-Oxygenatoren:

Der Vergleich dieser beiden Gruppen ergab nachr efiikkulationszeit von 120
Minuten einen statistisch signifikanten Unterschigd@bb.7). Wahrend der
Hamoglobinwert nach dieser Zeit in der Bioline-Geapnur auf 176,801 % des
Ausgangswertes anstieg, konnte in der Safeline{&&ugn Konzentrationsanstieg auf
602,226 % des Ausgangswertes nachgewiesen werdent Bar nach dieser Zeit der
Rezirkulation das Ausmald der Hamolyse in der GruggreSafeline-Oxygenatoren um

mehr als die Halfte gréRer als in der heparinbestbien Gruppe.
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Abb.7 Verlauf der Hamoglobinwerte wahrend 120mgeit Rezirkulation
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Abnahmezeiten
[min] n|non-coated Bioline p
Mittelwert | sd Mittelwert| sd
0 5 26,11 7,83 18,352 2,141 0,0921826
1 5/ 15,79 7,17 9,816 2,378 0,1524853
5 5 17,39 7,16 10,971| 1,281 0,1157288
10 5 17,85 7,03 12,084 | 1,247 0,1448386
20 5 18,31 6,93 12,084| 1,247 0,115167
30 5 21,07 11,1 15,543| 1,361 0,166004
60 5 31,17 30,31 12,773| 1,257 0,2597391
120 5 101,85 | 121,14 31,644 | 14,8240,2831632

Tab4.1 Vergleich non-coated - Bioline

Abnahmezeiten
[min] n|non-coated Safeline p
Mittelwert | sd Mittelwert| sd
0 5 26,11 7,83 106,38| 128,64,2481295
1 5/ 15,79 7,17 55,72 56,38 0,1976067
5 5 17,39 7,16 55,26 55,56 0,2133607
10 5 17,85 7,03 56,72 56,883 0,2115997
20 5 18,31 6,93 57,16 57,64 0,217611
30 5 21,07 11,1 57,41 57,4 0,2493905
60 5 31,17 30,31 60,97 54,94 0,3700042
120 5 101,85 | 121,14 238,63 | 106,920,1288918
Tab4.2 Vergleich non-coated - Safeline
Abnahmezeiten
[min] n| Bioline Safeline p
Mittelwert | sd Mittelwert| sd
0 5 18,352 | 2,141 106,38| 128,60,2083808
1 5 9,816 2,378 55,72 56,38 0,1424198
5 5 10,971 | 1,281 55,26 55,56 0,1496512
10 5 12,084 | 1,247 56,72 56,83 0,1549243
20 5 12,084 | 1,247 57,16 57,64 0,1565569
30 5 15,543 1,361 57,41 57,47 0,1571011
60 5 12,773 | 1,257 60,97 54,94 0,1174613
120 5 31,644 | 14,824 238,63 | 106,920,0049816

Tab4.3 Vergleich Bioline — Safeline
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4.4  Vergleich der Safeline-Oxygenatoren mit den hepinisierten Safeline
Oxygenatoren:

Die Konzentration an freiem Hamoglobin stieg in @uppe der mit heparinisierter
LAsung vorgespllten Safeline-Oxygenatoren von 22,861 mg/dl auf einen Wert
von 193,6+ 60,1 mg/dl bzw. 862,105 % des Ausgangswertes &ft.@). Wie in den
oben beschriebenen Gruppen fiel auch in dieserggrdpe Hamoglobin-Konzentration
initial ab und stieg jedoch erst nach einer Rezatonszeit von 60 Minuten wieder an.
Zwischen diesen Safeline-Oxygenatoren wurde anhded Varianzanalyse kein
signifikanter Unterschied nachgewiesen.

Der Vergleich zwischen den einzelnen Abnahmezeiteerhalb der heparinisierten
Safeline-Gruppe ergab wie in der Bioline-Gruppeeristatistisch hoch signifikanten

Unterschied, der bis zum Ende der Zirkulationszathgewiesen werden konnte.

4.5  Vergleich der Safeline-Oxygenatoren mit den scell gealterten Safeline-

Oxygenatoren:

In der Gruppe der gealterten Safeline-Oxygenatoeereichte die Hamoglobin-
Konzentration einen Maximalwert von 71,31 56,98 mg/dl bzw. 263,342 % des
Ausgangswertes (Abb.8). Der Hamoglobinwert stiegnisan dieser Gruppe nach
120mindtiger Rezirkulation auf weniger als die kilfles maximalen Wertes in der
Safeline-Gruppe (602,226 % der Ausgangskonzentlatam. Zu diesem Zeitpunkt
bestand auch statistisch gesehen ein signifik&imegrschied.

Wie in allen anderen Gruppen fiel auch in der gewh Safeline-Gruppe die
Hamoglobin-Konzentration initial ab und stieg natgr dritten Abnahme wieder stetig
an. Innerhalb dieser Gruppe konnte kein signifieantinterschied nachgewiesen

werden.
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Abnahmezeiten Safeline
[min] n| Safeline m.Hep p
Mittelwert| sd | Mittelwert| sd
0 5/ 106,38 | 128,64 22,08 3,61| 0,2265345
1 5 55,72 56,38 13,89 2,26 0,1764327
5 5/ 55,26 55,56 13,89 2,26 0,1750655
10 5 56,72 56,83 13,63 2,18 0,168171
20 5 57,16 57,64 13,63 2,18 0,1697298
30 5 57,41 57,47 13,63 2,18 0,1663645
60 5 60,97 54,94 16,47 3,16 0,1444476
120 5 238,63 | 106,92 193,6 60,1 | 0,4837418
Tab4.4 Vergleich Safeline — Safeline mit Heparin
Abnahmezeiten
[min] n| Safeline Safeline alt p
Mittelwert| sd | Mittelwert| sd
0 5/ 106,38 | 128,64 24,62 9,29 | 0,2405018
1 5 55,72 56,38 16,72 6,29 0,2064109
5 5/ 55,26 55,56 17,44 6,25 0,2131605
10 5 56,72 56,83 19,14 6,86 0,225593
20 5 57,16 57,64 20,24 7,81 0,2400226
30 5 57,41 57,47 20,52 8,13 0,2392593
60 5 60,97 54,94 20,52 8,13 0,1832094
120 5 238,63 | 106,92 71,32 56,98| 0,0246014

Tab4.5 Vergleich Safeline — Safeline schnell gealte
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5. Leukozyten

5.1 Vergleich der unbeschichteten Oxygenatoren mit den Bioline-

Oxygenatoren:

Wahrend die Leukozytenkonzentration in der unbesteien Gruppe von 4,8 0,7
x103/ul auf einen Wert von 108 0,5 x103/ul abfiel und somit nur noch 39,652 % des
Ausgangswertes betrug, konnte in der Gruppe dearhdgeschichteten Oxygenatoren
ein geringerer Abfall der Leukozytenanzahl festgiistverden (Abb.9). Hier sank die
Anzahl der Leukozyten von 51,6 x103/ul auf 3,& 1,2 x103/ul ab und betrug somit
noch 62,966 % der Anfangskonzentration. Der sistise Vergleich der beiden
Gruppen ergab einen signifikanten Unterschied reiokr Zirkulationszeit von einer
halben Stunde. Zu diesem Zeitpunkt konnten in déxreachichteten Gruppe 2+40,8
x10% und in der Bioline-Gruppe 4#1,5 x103 Leukozyten/ul gezéahlt werden.
Innerhalb der heparinbeschichteten Gruppe konnté&égensatz zur Gruppe mit den
unbeschichteten Oxygenatoren, bei der nach 10mgeriRezirkulation ein signifikanter

Unterschied bestand, keine signifikanten Unterstehfestgestellt werden.

5.2  Vergleich der unbeschichteten Oxygenatoren mit den Safeline-

Oxygenatoren:

Wie in der Bioline-Gruppe fiel die Leukozytenkongation in der Safeline-Gruppe im
Vergleich zur unbeschichteten Gruppe langsameidsam aler unbeschichteten Gruppe
(Abb.9). Nach sowohl 30- als auch 60minitiger Regation konnte hier ein statistisch
hoch signifikanter Unterschied nachgewiesen werdaie. Anzahl der Leukozyten
verringerte sich zu diesen Zeiten in der SafelimepBe bei einem Ausgangswert von
5,4+ 0,8 x10%/ul auf einen Wert von 4#10,7 x10%/ul bzw. 3,% 0,6 x10%/ul (non-
coated: 2,4t 0,8 x103/ul bzw. 2,2 0,4 x103/ul).

Zwischen den einzelnen Abnahmezeiten innerhallpdbmpeptidbeschichteten Gruppe
bestand nach halbstiindiger Rezirkulation bis zuhuSs ein signifikanter Unterschied.
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5.3  Vergleich der Bioline-Oxygenatoren mit den Safme-Oxygenatoren:

Der Vergleich dieser beiden Gruppen ergab stattstigesehen keine signifikanten
Unterschiede (Abb.9). Jedoch konnte man innerheflBibline-Gruppe vor allem nach
120 Minuten einen im Vergleich zur Safeline-Grugmingeren Konzentrationsabfall
der Leukozyten beobachten.

Leukozyten
120
S 100 | g
< 80 - M W non-coated
> 60 - O Bioline
o .
X< 40 1 O Safeline
o
— 20
O n T T T T T
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Abb.9 Verlauf der Leukozytenzahlen wahrend 120nigaitRezirkulation
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Abnahmezeiten

[min] n|non-coated Bioline p
Mittelwert | sd | Mittelwert | sd
0 5 4.9 0,7 5,1 1,6/ 0,7549338
1 5 4.4 0,6 4,8 1,7/ 0,6416259
5 5 3,8 0,9 4.8 1,7/ 0,3346815
10 5 3,2 1,2 4,7 1,5 0,1728498
20 5 2,6 0,9 4,5 1,7/ 0,0826901
30 5 2,4 0,8 4,4 1,5 0,046164
60 5 2,2 0,4 4,1 1,7/ 0,0635666
120 5 1,9 0,5 3,3 1,2/ 0,0749072
Tab5.1 Vergleich non-coated - Bioline
Abnahmezeiten
[min] n/non-coated Safeline p
Mittelwert | sd | Mittelwert | sd
0 5 4.9 0,7 5,4 0,8/ 0,3142511
1 5 4.4 0,6 5,1 0,9 0,2253811
5 5 3,8 0,9 5 0,8/ 0,0824153
10 5 3,2 1,2 4.8 0,8 0,0528261
20 5 2,6 0,9 4,4 0,7/ 0,0167803
30 5 2,4 0,8 4,1 0,7| 0,009933
60 5 2,2 0,4 3,7 0,6/ 0,0040528
120 5 1,9 0,5 2 0,2/ 0,8889472
Tab5.2 Vergleich non-coated - Safeline
Abnahmezeiten
[min] n| Bioline Safeline p
Mittelwert | sd | Mittelwert | sd
0 5 5,1 1,6 5,4 0,8/ 0,7625347
1 5 4,8 1,7 5,1 0,9 0,7784036
5 5 4.8 1,7 5 0,8 0,8524843
10 5 4,7 1,5 4.8 0,8/ 0,842312
20 5 4,5 1,7 4,4 0,7/ 0,8974363
30 5 4.4 1,5 4,1 0,7/ 0,7105799
60 5 4,1 1,7 3,7 0,6| 0,6781387
120 5 3,3 1,2 2 0,2/ 0,0661763

Tab5.3 Vergleich Bioline - Safeline

74



5.4  Vergleich der Safeline-Oxygenatoren mit den hepinisierten Safeline

Oxygenatoren:

Im Vergleich zur Safeline-Gruppe fiel die Leukozyenzentration in der mit
Heparinlosung vorgespulten Safeline-Gruppe deutbchneller ab, was statistisch
gesehen zu einem signifikanten Unterschied zwisaliesen beiden Gruppen fihrte
(Abb.10).

Wahrend die Anzahl der Leukozyten bei den hepaeinen Safeline-Oxygenatoren
innerhalb von 20 Minuten von 54.0,5 x103/ul auf einen Wert von 2480,5 x103/ul
abfiel, betrug die Konzentration der Leukozytender Safeline-Gruppe zu diesem
Zeitpunkt noch 4,4+ 0,7 x103/ul. Nach 120minutiger Rezirkulation kamrjedoch
zwischen den beiden Gruppen kaum ein Konzentratidasschied ausgemacht werden
(Safeline: 2t 0,2 x103/ul; Safeline +Hep: 1:80,4 x103/ul).

Der statistische Vergleich innerhalb der mit Hepavorgespulten Safeline-Gruppe

ergab nach 10minutiger Rezirkulation hoch signifieaUnterschiede.

5.5  Vergleich der Safeline-Oxygenatoren mit den saolell gealterten Safeline-

Oxygenatoren:

Hier fiel die Leukozyten-Konzentration in der geaen Safeline-Gruppe ebenfalls
schneller ab als in der Safeline-Gruppe, die Mihwveate nach der
Gesamitzirkulationszeit von 120 Minuten waren jedanh&hernd gleich (Safeline:+2
0,2 x103/ul; Safeline gealtert: 1+70,2 x103/ul). Statistisch gesehen ergab sich antyr
des schnelleren Konzentrationsabfalls der Leukoeyte der Gruppe der gealterten
Oxygenatoren im Vergleich zur Safeline-Gruppe eathh signifikanter Unterschied
vom vierten bis zum siebten Abnahmezeitpunkt (ABp.1

Innerhalb der gealterten Gruppe zeigte sich nakhnbiten ein statistisch signifikanter
Unterschied, der bis zum Ende bestehen blieb.
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Abnahmezeiten Safeline
[min] n| Safeline m.Hep p
Mittelwert | sd | Mittelwert | sd
0 5 54 0,8 51 0,5 0,5428052
1 5 5,1 0,9 5 0,5| 0,7938969
5 5 5 0,8 4,7 0,3 0,460009
10 5 4,8 0,8 3,5 0,4/ 0,0238134
20 5 4,4 0,7 2,8 0,5/ 0,0080397
30 5 4,1 0,7 2,8 0,4 0,0086964
60 5 3,7 0,6 2,8 0,3 0,0286951
120 5 2 0,2 1,8 0,4 0,4895271
Tab5.4 Vergleich Safeline — Safeline mit Heparin
Abnahmezeiten
[min] n| Safeline Safeline alt p
Mittelwert | sd | Mittelwert | sd

0 5 54 0,8 4,9 1,2| 0,477349
1 5 51 0,9 4,4 0,7/ 0,2427318
5 5 5 0,8 3,2 0,6/ 0,0053992
10 5 4,8 0,8 2,2 0,4 0,0004595
20 5 4,4 0,7 1,8 0,3 0,0001819
30 5 4,1 0,7 1,8 0,3 0,0002293
60 5 3,7 0,6 1,8 0,3 0,000538
120 5 2 0,2 1,7 0,2/ 0,0766362

Tab5.5 Vergleich Safeline — Safeline schnell gealte
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0. PMN-Elastase

Die PMN-Elastase ist ein proteolytisches Enzym, alas den azurophilen Granula von
polymorphkernigen Granulozyten bei deren Aktiviggufreigesetzt und somit als
Marker der Leukozytenaktivierung angesehen wird.

6.1 Vergleich der unbeschichteten Oxygenatoren mit den Bioline-

Oxygenatoren:

Bei der unbeschichteten Gruppe stieg der PMN-EaswWdert schon nach einer
Zirkulationszeit von 5 Minuten von 58,57 21,07 pg/l auf eine Konzentration von
101,03+ 36,48 ug/l an. Zu diesem Zeitpunkt betrug die PHEIbstase-Konzentration
somit 172,222 % des Ausgangswertes (Abb.11). ImeGsatz dazu wurde zum selben
Abnahmezeitpunkt bei der heparinbeschichteten Grugip PMN-Elastase-Wert von
51,14 + 10,85 pg/l (104,273 %) bei einem Ausgangswert Y803 £ 8,75 ugl/l
gemessen. Statistisch gesehen bestand nach S5memniRgzirkulation bereits ein
signifikanter Unterschied zwischen den beiden GemppZum 5.Abnahmezeitpunkt
nach 20 Minuten konnte innerhalb der Bioline-Gruppaur ein geringer
Konzentrationsanstieg der PMN-Elastase verzeicheeden (117,147 %), wahrend der
PMN-Elastase-Wert bei der unbeschichteten Gruppae 84,282 % des
Ausgangswertes schon mehr als das Doppelte betrdgsamit ein statistisch hoch
signifikanter Unterschied festgestellt werden kenrrst nach einer Zirkulationszeit
von 120 Minuten bestand aufgrund des Anstiegs déN-IElastase-Konzentration in
der Bioline-Gruppe auf 496,67 + 268,12 pg/l keiatistisch signifikanter Unterschied
mehr zwischen den un- und beschichteten Oxygematore

Waéhrend der Unterschied zwischen den einzelnen Wheaeitpunkten innerhalb der
unbeschichteten Gruppe bereits nach 10 MinutenrReation statistisch signifikant
bzw. hoch signifikant war, konnte in der Gruppe dkeparinbeschichteten

Oxygenatoren erst nach 60 Minuten eine signifik@itterenz festgestellt werden.
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6.2 Vergleich der unbeschichteten Oxygenatoren mit den Safeline-
Oxygenatoren:

In den ersten 10 Minuten der Rezirkulation stieg BMN-Elastase-Konzentration in
der Safeline-Gruppe von 54,156,08 pg/l auf 63,83 13,52 pg/l (118,092 %) an, in
der unbeschichteten Gruppe erreichte der PMN-HEeastdert dagegen nach derselben
Zirkulationszeit einen Anstieg auf 228,381 % dessgangswertes (136,84 58,35
pg/l). Dieser statistisch signifikante Unterschi@nte nach 60minutiger Rezirkulation
nicht mehr festgestellt werden, da der PMN-Elast@eet in der
polypeptidbeschichteten Gruppe zu diesem Abnahipergit auf eine Konzentration
von 260,9+ 75,56 pg/l anstieg (hon-coated: 42351256,34 pg/l) und nach 120
Minuten mit 1149,09 + 334,38 ug/l den Maximalweanv798,58+ 382,2 ug/l in der
unbeschichteten Gruppe Uberschritten hatte (Abb.11)

Innerhalb der Safeline-Gruppe wurden nach 30ngeiitiRezirkulation statistisch
signifikante und nach 60 Minuten hoch signifikaritenterschiede zwischen den

einzelnen Abnahmezeiten festgestellt.

6.3  Vergleich der Bioline-Oxygenatoren mit den Safme-Oxygenatoren:

Die PMN-Elastase-Konzentration stieg in der hepgmagchichteten Gruppe nach einer
Zirkulationszeit von 60 Minuten von 49,088 8,75 g/l auf 107,2& 27,38 pg/l an
(Abb.11). Nach dieser Zeit betrug die Konzentratien PMN-Elastase in der Safeline-
Gruppe mit 260,92 75,56 ug/l mehr als das Doppelte. Es bestand soaci einer
Stunde Zirkulation ein statistisch hoch signifikemtUnterschied, der sich nach 120
Minuten immer noch als signifikant darstellte.
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Abnahmezeiten
[min] n|non-coated Bioline p
Mittelwert| sd | Mittelwert| sd
0 5/ 58,57 21,07 49,03 8,75 0,4274747
1 5 69,41 23,79 48,09 9,85 0,1361827
5 5/ 101,03 | 36,48 51,14 10,85 0,030561
10 5 136,81 | 58,35 53,36 11,620,0230081
20 5 236,78 | 103,39 57,26 9,5 |0,0085922
30 5 292,71 | 167,46 59,9 10,98 | 0,024133
60 5 42351 | 256,34 107,27 27,38 0,0397249
120 5 798,58 | 383,2 496,67| 268,12 0,2327266
Tab6.1 Vergleich non-coated — Bioline
Abnahmezeiten
[min] n|non-coated Safeline p
Mittelwert| sd | Mittelwert| sd
0 5/ 58,57 21,07 54,15 6,08 0,697516
1 5 69,41 23,79 58,14 5,22 0,3814568
5 5/ 101,03 | 36,48 63,41 11,95 0,0856726
10 5 136,81 | 58,35 63,83 13,520,0407558
20 5 236,78 | 103,39 69,26 12,74| 0,01231
30 5 292,71 | 167,46 74,85 14,39| 0,031999
60 5 423,51 | 256,34 260,9 75,56 | 0,2582973
120 5 798,58 | 383,2 1149,09 334,38 0,2053911
Tab6.2 Vergleich non-coated — Safeline
Abnahmezeiten
[min] n| Bioline Safeline p
Mittelwert| sd | Mittelwert| sd
0 5/ 49,03 8,75 54,15 6,08 0,10906[72
1 5/ 48,09 9,85 58,14 5,22 0,10906[72
5 5 51,14 10,85 63,41 11,9% 0,1667775
10 5 53,36 11,62 63,83 13,52 0,2738486
20 5 57,26 9,5 69,26 12,74 0,1693747
30 5 59,9 10,98 74,85 14,39 0,1372996
60 5 107,27 | 27,38 260,9 75,56 0,005069
120 5 496,67 | 268,12 1149,09 | 334,38 0,0159544

Tab6.3 Vergleich Bioline — Safeline
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6.4  Vergleich der Safeline-Oxygenatoren mit den hepinisierten Safeline
Oxygenatoren:

Der Vergleich dieser beiden Gruppen ergab keinatistisch signifikanten Unterschied
(Abb.12). Die PMN-Elastase-Konzentration stieg ar &afeline-Gruppe von 54,15

6,08 pg/l auf einen Maximalwert von 1149,@9 334,38 pg/l (2207,459 % der
Ausgangskonzentration), in der Safeline-Gruppe dein Heparinzusatz erreichte die
Konzentration an PMN-Elastase bei einem Ausgandsveer 73,17+ 12,76 ug/l einen

maximalen Wert von 1341,3 442,75 ng/l (1790,960 % der Ausgangskonzentration)
Innerhalb der mit der Heparinlésung vorgespultefelBe-Gruppe ergab sich nach 60
Minuten ein statistisch signifikanter Unterschiedvischen den verschiedenen

Abnahmezeitpunkten.

6.5 Vergleich der Safeline-Oxygenatoren mit den saolell gealterten Safeline-

Oxygenatoren:

Bei diesen Gruppen zeigte sich zwischen 10- undirdtiger Rezirkulationszeit ein
statistisch signifikanter Unterschied, der auf detawken Anstieg der PMN-Elastase-
Konzentration innerhalb der gealterten Safelineppeu beruhte (Abb.12). In dieser
Gruppe stieg die Konzentration von 510,21 pg/l nach 10minutiger Rezirkulation
auf einen Wert von 182,98 89,67 ug/l bzw. 363,306 % des Ausgangswertes an,
wahrend in der Safeline-Gruppe die PMN-Elastasezkotration zu dieser Zeit
118,092 % des Ausgangswertes betrug. Nach einkem@tunde stieg dieser Wert um
ca. 20 %, wohingegen in der gealterten Gruppe eistiég von etwas unter 100 %
verzeichnet wurde.

Zwischen den einzelnen Abnahmezeiten innerhalb sitfinell gealterten Safeline-
Gruppe konnte schon nach einer Zirkulationszeit wmMinuten ein signifikanter

Unterschied konstatiert werden.
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Abnahmezeiten Safeline
[min] n| Safeline m.Hep p
Mittelwert | sd Mittelwert|  sd
0 5/ 54,15 6,08 73,17 12,76 0,0274464
1 5 58,14 5,22 65,98 7,22 0,1165543
5 5 63,41 11,95 81,42 22,59 0,1963126
10 5 63,83 13,52 113,37 62,82 0,1616307
20 5 69,26 12,74/ 148,02 92,37 0,1296203
30 5 74,85 14,39 175,43 105,49 0,0955235
60 5 260,9 75,56| 280,56 154,78 0,8251318
120 5 1149,09 | 334,38 1341,3 | 442,75 0,5080128
Tab6.4 Vergleich Safeline — Safeline mit Heparin
Abnahmezeiten
[min] n| Safeline Safeline alt p
Mittelwert | sd Mittelwert|  sd
0 5/ 54,15 6,08 51,06 4,21 0,4278213
1 5/ 58,14 5,22 50,51 7,03 0,1199142
5 5 63,41 11,95 107,28 48,26 0,1156499
10 5 63,83 13,52 182,96 89,670,0305732
20 5 69,26 12,74) 220,25 105,53),0217783
30 5 74,85 14,39] 229,19 110,89,0246156
60 5 260,9 75,56| 334,84 158,36 0,4238P28
120 5 1149,09 | 334,38 1287,49 | 1058,720,8094093

Tab6.5 Vergleich Safeline — Safeline schnell gealte
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7. SC5b-9 (TCC)

SC5b-9 ist ein Lysekomplex, der am Ende der Komplaikaskade gebildet wird und

das Ausmald der Komplementaktivierung widerspiegelt.

7.1  Vergleich der unbeschichteten Oxygenatoren mit den Bioline-

Oxygenatoren:

Der Vergleich der unbeschichteten mit der hepasobiehteten Gruppe ergab zunachst
nach 5mindtiger Rezirkulation einen statistiscmgiganten Unterschied (Abb.13). Zu
diesem Zeitpunkt stieg die SC5b-9-Konzentratiordén unbeschichteten Gruppe von
226,76x 56,08 ng/ml auf 539,58 204,32 ng/ml, in der Bioline-Gruppe von 20324
68,48 ng/ml auf 266,25 69,74 ng/ml an. Wiederholt konnte ein signifikante
Unterschied nach einer Zirkulationszeit von 60 machgewiesen werden, der sich zum
Ende der Rezirkulation als hoch signifikant zeigieach 120 Minuten erreichte die
TCC-Konzentration in der Bioline-Gruppe im Gegemsati dem Maximalwert von
2209,53% 915,71 ng/ml bzw. 1066,819 % in der unbeschicht&euppe nur einen
Wert von 4,27,82 110,92 ng/ml bzw. 229,065 % des Ausgangswertes.

Wahrend innerhalb der unbeschichteten Gruppe soach Sminutiger Rezirkulation
ein statistisch signifikanter Unterschied bestawhnte dieser innerhalb der Bioline-

Gruppe erst nach einer Stunde festgestellt werden.

7.2  Vergleich der unbeschichteten Oxygenatoren mit den Safeline-

Oxygenatoren:

Auch dieser Vergleich zeigte bereits nach einekWationszeit von 5 Minuten einen
statistisch signifikanten Unterschied, da in defelb@e-Gruppe im Gegensatz zur
unbeschichteten Gruppe ein geringerer Konzentrsdiastieg des TCC von 199,71
41,33 ng/ml auf 227,% 107,79 ng/ml festgestellt werden konnte (Abb.13).

Nach einstundiger Rezirkulation konnte ebenfalls bum Schluss ein signifikanter

Unterschied nachgewiesen werden. Der in der Saf@iruppe erreichte maximale
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SC5b-9-Wert betrug 900,94.292,17 ng/ml bzw. 478,43 % des Ausgangswertes-(non
coated: 1066,819 %).

Innerhalb der Safeline-Gruppe zeigte sich nachrdma¢ben Stunde ein signifikanter
Unterschied, der nach 60 Minuten statistisch geseti® hoch signifikant bezeichnet

werden konnte.

7.3  Vergleich der Bioline-Oxygenatoren mit den Safme-Oxygenatoren:

Zwischen der heparinbeschichteten und der polyglegsichichteten Gruppe konnte
zum Abnahmezeitpunkt nach einer Stunde bis zuleitztsignifikanter Unterschied

anhand der Varianzanalyse nachgewiesen werdenjeddQC-Konzentration in der

Safeline-Gruppe nach dieser Zeit der RezirkulatmrGegensatz zu dem SC5b-9-Wert
in der Bioline-Gruppe deutlich hoher anstieg (Al®).und der Maximalwert mit 227,7

+ 107,79 ng/ml nach 120 Minuten ungeféahr doppeltgsa? war wie der hochste
gemessene TCC-Wert in der Bioline-Gruppe (42#820,92 ng/ml).
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Abb.13 Verlauf der SCb5b-9-Konzentrationen wahrend20minitiger

Rezirkulation
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Abnahmezeiten [min] njnon-coated Bioline p
Mittelwert| sd Mittelwert|  sd
0 5 226,76 56,08 203,24 68,48 0,6096247
1 5 312,99 72,01 212,79 58,55 0,0628%39
5 5 539,58 | 204,32 266,25 69,740,0351446
10 5 91851 | 578,27 261,39 40,73 0,0531304
20 5 1173,31 | 827,75 274,11 34,60 0,0617474
30 5 1480,52 | 1053,76 295 63,08 | 0,0549027
60 5/ 174554 | 904,71 232,32 62,290,0142986
120 5 2209,53 | 915,71 427,82 110,9D,0047721
Tab7.1 Vergleich non-coated — Bioline
Abnahmezeiten [min] njnon-coated Safeline p
Mittelwert| sd Mittelwert| sd
0 5 226,76 56,08 199,71 41,33 0,4597176
1 5 312,99 72,01 225,05 59,71 0,096879
5 5 539,58 | 204,32 227,7 107,79,0270909
10 5 918,51 | 578,27 252,73 112,02 0,0536661
20 5 1173,31 | 827,75 353,5 184,93 0,089284
30 5/ 1480,52 | 1053,76 457,39 | 218,98 0,0937853
60 5/ 174554 | 904,71 616,06] 224,58,0416326
120 5 2209,53 | 915,71 900,91 292,11,0260716
Tab7.2 Vergleich non-coated — Safeline
Abnahmezeiten [min]n| Bioline Safeline p
Mittelwert| sd Mittelwert|  sd
0 5 203,24 68,48 199,71 41,33 0,9317191
1 5 212,79 58,55 225,05 59,71 0,7767674
5 5 266,25 69,74 227,7 107,79 0,5653604
10 5 261,39 40,73 252,73| 112,02 0,8879%85
20 5 274,11 34,69 353,5 184,93 0,4232287
30 5 295 63,08 457,39 | 218,98 0,1919255
60 5 232,32 62,29 616,06) 224,58,0408882
120 5 427,82 | 110,92 900,91] 292,1D,0163673

Tab7.3 Vergleich Bioline - Safeline
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7.4  Vergleich der Safeline-Oxygenatoren mit den hepinisierten Safeline

Oxygenatoren:

Die SC5b-9-Konzentration in der mit heparinisiertgisung vorgespulten Safeline-
Gruppe stieg weniger stark an als in der Safelingp@@e, der statistische Vergleich
zeigte jedoch keinen signifikanten Unterschied (Ad.

Wie auch in der Safeline-Gruppe konnte innerhaly det der Heparinlésung
vorgespulten Safeline-Oxygenatoren nach 30mindtigerirkulation ein statistisch
signifikanter Unterschied festgestellt werden, sieh bei der nachsten Abnahme eine

halbe Stunde spater als hoch signifikant zeigte.

7.5 Vergleich der Safeline-Oxygenatoren mit den saolell gealterten Safeline-

Oxygenatoren:

Auch der statistische Vergleich der Safeline-Grumyteden schnell gealterten Safeline-
Oxygenatoren zeigte keine signifikanten Untersahie@Abb.14). Die SC5b-9-
Konzentration stieg in der gealterten Safeline-@rupon 236,64 69,07 ng/ml auf
einen Wert von 1724,861097,41 ng/ml bzw. auf 688,415 % des Ausgangsweairte
Innerhalb der Gruppe mit den gealterten Safelingg@ratoren wurde schon nach einer
Zirkulationszeit von 20 Minuten ein hoch signifikeanUnterschied nachgewiesen.
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Safeline
Abnahmezeiten [min]n| Safeline m.Hep p
Mittelwert sd Mittelwert| sd
0 5 199,71 41,33 200,93 64,44 0,9752332
1 5 225,05 59,71 230,37 50,91 0,8954942
5 5 227,7 107,79 234 68,09 0,9244771
10 5 252,73 | 112,02 226,18 50,08 0,6766248
20 5 3535 184,93 272,2 56,13 0,3025299
30 5 457,39 | 218,98 331,08 67,883 0,3025299
60 5 616,06 | 224,58 475,7 58,81 0,2611118
120 5 900,91 | 292,17 694,52 94,08 0,2155409
Tab7.4 Vergleich Safeline - Safeline mit Heparin
Abnahmezeiten [min]n| Safeline Safeline alt p
Mittelwert| sd Mittelwert| sd
0 5 199,71 41,33 236,64 69,0 0,3856394
1 5 225,05 59,71 236,54 88,49 0,8349)1
5 5 2277 107,79 322,38] 130,48 0,2959384
10 5 252,73 | 112,02 526,86 238,82 0,0712834
20 5 3535 184,93 666,02 226,71 0,0651417
30 5 457,39 | 218,98 808,33 258,82 0,0721976
60 5 616,06 | 22458 1302,89 786,52 0,1315952
120 5 900,91 | 292,17 1724,86 1097,40,1848107

Tab7.5 Vergleich Safeline — Safeline schnell gealte
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V. DISKUSSION

1. Thrombozyten

Die Reduzierung der Thrombozytenzahl, die Aktivieguider Thrombozyten sowie die
verminderte Funktionsfahigkeit der Blutplattchenndsi bekannte Folgen des
kardiopulmonalen Bypasses und kommen vor allemhdden Kontakt des Blutes mit
der Fremdoberflache zustande. {121} Aber auch Hahsiche Faktoren wie die
Hypothermie oder auf die Thrombozyten einwirkendgcherkrafte, die Gabe von
Heparin zur Antikoagulation, die Aktivierung desmidplementsystems und die Bildung
von Thrombin beeinflussen die Eigenschaften und&om der Blutplattchen.

Die wéahrend der extrakorporalen Zirkulation aktité® Thrombozyten formen sowohl
untereinander als auch mit Leukozyten und ErythezyAggregate, adhérieren an der
synthetischen Oberflache des Kreislaufsystems etaes ihre Granulainhalte frei, die
zum Teil eine weitere Aktivierung der Thrombozyterursachen.

Diese Veranderungen kénnen zu verschiedenen Koatjgien wahrend und nach dem
kardiopulmonalen Bypass fuhren, wobei vor allem digurch die
Thrombozytenaggregate hervorgerufene Thromboemhre grof3er Bedeutung ist.
Zudem kann es zu einer postoperativ verlangertariuByjszeit, beruhend auf dem
Verlust der Thrombozytenaggregabilitat sowie zuzEntdungsreaktionen aufgrund der
durch die Blutplattchen geférderten Migration deukozyten in das Gewebe kommen.
{111}

Als Voraussetzung fur die Adhasion der Blutplatttlam der Fremdoberflache wird die
Adsorption der Plasmaproteine vVWF und Fibrinogenl@rselben angesehen, an die die
Thrombozyten lber den GP-lb- bzw. GP-lIb/llla-Rdpefbinden. Diese Rezeptoren
werden vermehrt auf der Oberflache der aktivierR®lattchen exprimiert. Da die
Adsorption der Plasmaproteine abhangig von Obdréiéeigenschaften wie Rauheit
oder chemischer Zusammensetzung variiert, dient destimmung der
Thrombozytenkonzentrationen demzufolge der Beumegilder Thrombogenitat und
damit der Biokompatibilitdt der Oberflachen im ekorporalen Kreislauf.
{48}{68}{118}
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Es muss jedoch beachtet werden, dass die gemes§krmnbozytenzahlen nicht nur
durch intakte Thrombozyten, sondern auch durchwéesle degranulierte oder
beschadigte Zellen zustande kommen und somit keinkeitliche Zellpopulation

widerspiegeln. {121}

In der Gruppe der unbeschichteten Oxygenatoren tkoschon nach einmutiger
Rezirkulation bis zu einer Zirkulationszeit von 1ROnuten ein im Vergleich zu den
heparinbeschichteten Oxygenatoren hoch signifikgirkerer Konzentrationsabfall der
Thrombozyten festgestellt werden (Minimalwert Baali 148 + 29 x103/ul;
Minimalwert non-coated: 11 + 12 x103/ul).

Im Vergleich mit der Safeline-Gruppe fiel die Throozytenkonzentration in der
unbeschichteten Gruppe nur initial (2. + 3. Abnabeitpumkt) hoch signifikant starker
ab, nach 10 Minuten Rezirkulation kam es jedochhauc der Gruppe der
polypeptidbeschichteten Oxygenatoren zu einem idbett Abfall der Plattchenzahlen
(Minimalwert Safeline: 23 = 8 x103/ul).

Zwischen den beiden beschichteten Oxygenatorent&onrder Bioline-Gruppe von 5-
60 Minuten eine deutlich geringere Reduktion (p4),@er Thrombozytenanzahl
nachgewiesen werden als in der Safeline-Gruppe.

Da die Thrombozytenkonzentration sowohl bei denesohichteten als auch bei den
polypeptidbeschichteten Oxygenatoren nach unged@&hrHalfte der Zirkulationszeit
wieder zunahm, beruht der massive initiale Thromgtesturz hauptsachlich auf der
sofortigen Adhéasion der Plattchen an der 3 m?2 grolkegemdoberflache des
Kreislaufsystems und ist nur in geringem Male kgduoturch eine Zerstérung der
Zellen.

Aufgrund der Ergebnisse kann davon ausgegangereweddss die Faseroberflache der
unbeschichteten Oxygenatoren gefolgt von der ppiygleeschichteten Oberflache der
Safeline-Oxygenatoren stark thrombogene Eigensmmathesitzen, die zu einer
ausgepragten Adhasion der Blutplattchen fiuhren usd den massiven
Konzentrationsabfall bewirken. Die heparinbesclatht Oberflache der Bioline-
Oxygenatoren hingegen weist in Bezug auf die Thamyten deutlich gunstigere
Eigenschaften im Sinne einer geringeren Plattchaisdn auf und reduziert demnach

das Risiko thrombembolischer Komplikationen.
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Zu Beginn der Rezirkulation bildet sich auf der rdoberflache eine

Plasmaproteinschicht, deren Muster abhéngig vonsipalyschen und chemischen
Materialeigenschaften variiert. {19} Die geringekdhasion der Thrombozyten an der
Bioline-Beschichtung beruht somit womoglich auf deéurch das immobilisierte

Heparin veranderten Zusammensetzung der auf di€dmerflache absorbierten
Plasmaproteinschicht. {118}

Da es in der Gruppe der mit heparinisierter Losunggespulten Oxygenatoren zu
einem im Vergleich zu den Safeline-Oxygenatoren nifilgant starkeren

Konzentrationsabfall der Thrombozyten kam (MinimattvSafeline m. Hep.: 6 + 8
x103/ul), kann man davon ausgehen, dass durch deparkbzusatz in der
Vorspulldsung keine Verminderung der Oberflachemtitvogenitat herbeigefuhrt
werden kann. Auch die Oberflache der gealterten g@rgtoren zeigte deutlich
thrombogenere Eigenschaften (p<0,01) als die rgelafterten Safeline-Oxygenatoren,
was auf eine nachlassende Wirkung der Oberflachgiitteng schliel3en lasst und somit

eine begrenzte Haltbarkeit der Safelinebeschichtiemgonstriert.

2. 3-Thromboglobulin

Wahrend des kardiopulmonalen Bypasses kommt es howalurch
biomaterialabhangige als auch durch biomaterialbfapige Faktoren zu einer
Aktivierung von Thrombozyten. Zu diesen Faktorehled der Kontakt des Blutes mit
der Fremdoberflache im Kreislaufsystem, die Bluft@renzflaiche wahrend der
Oxygenierung, die Bildung von Thrombin und die Betzung von ADP sowie die
wahrend der Rezirkulation bestehende Hypothermi¢}{$0}{103}

Das R-Thromboglobulin ist ein plattchenspezifisclistein in dena-Granula der
Thrombozyten, das zusammen mit anderen Proteirmaktivierten Zellen freigesetzt
wird.

Erhohte Plasmalevel dieses spezifischen Proteindrend der extrakorporalen
Zirkulation reflektieren demnach das Ausmald dett€Hanaktivierung, kdnnen neben

den oben genannten Stimuli jedoch auch durch eyse Her Thrombozyten aufgrund
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einer mechanischen Traumatisierung der Zellen (Rdhite, Turbulenzen) verursacht
werden. {14493}

Analog zu dem Thrombozytenabfall stieg die 3-Throglbbulinkonzentration bei den
Bioline-Oxygenatoren (Maximalwert 1250,07 + 261,2¥ml) im Vergleich zu den
unbeschichteten (Maximalwert 5159,58 + 1127,87 IY/mnd den Safeline-
Oxygenatoren (Maximalwert 5396,84 + 293,77 1U/mbch signifikant weniger stark
an und spiegelt somit eine geringere Plattcheniaktimg durch die heparinbeschichtete
Oberflache wieder.

Zwischen den polypeptidbeschichteten und unbestdigih Oxygenatoren konnte
initial nach 5 Minuten Rezirkulation ein hoch sifiikanter Unterschied nachgewiesen
werden, da der R-Thromboglobulinwert in der unbe$teten Gruppe zu diesem
Zeitpunkt (1462,84 + 671,11 IU/ml) mehr als das pelpe des gemessenen Wertes in
der Safeline-Gruppe (646,57 = 175,81 IU/ml) betrumm weiteren Verlauf der
Rezirkulation stieg die 3-Thromboglobulinkonzeritnat bei den
polypeptidbeschichteten Oxygenatoren jedoch ebsnfadssiv an und erreichte nach
zwei Stunden Zirkulationszeit einen Maximalwert v6817,119 %, wahrend die
hochste gemessene R-Thromboglobulinkonzentration &en unbeschichteten
Oxygenatoren mit 4569,742 % etwas geringer war.

Demzufolge korreliert die 3-Thromboglobulinkonzeitvn in diesen Gruppen mit dem
Thrombozytenabfall und zeigte eine vergleichbarévidrung der Blutplattchen durch
die unbeschichtete und die polypeptidbeschichteg@mgitoroberflache.

Im Vergleich zu den Safeline-Oxygenatoren wurdedagi gealterten Oxygenatoren ein
signifikant starkerer Anstieg der R-Thromboglobkdinzentration nachgewiesen
(Maximalwert 5081,05 + 504,31 IU/ml), was zu der nahme einer reduzierten

Biokompatibilitat der dem Alterungsprozess unteerogn Safeline-Oxygenatoren fihrt.

3. TAT

Thrombin wird durch den Einfluss von Faktor Xa &uethrombin freigesetzt und stellt
ein zentrales Enzym des Gerinnungssystems dars cckt nur zu der Bildung von
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Fibrin, sondern auch zu der Aktivierung des fiblytischen Systems sowie der
Thrombozyten fuhrt. {74}{109}

Der wichtigste physiologische Inhibitor des Thronsiist das Antithrombin IlI, ein
einkettiges Glykoprotein, das in Gefal3endothelnediewie in der Leber gebildet wird.
Die Thrombininaktivierung erfolgt Uber die Formatieines stabilen Komplexes,
dessen Bildung in Anwesenheit von Heparin enornchdesnigt wird. {779} Im
Plasma zirkuliert Thrombin hauptsachlich komplexienit Antithrombin IlI und
demzufolge in inaktiver Form. {109}

Die Bestimmung dieses TAT-Komplexes reflektiert dagsmaf} der intravasalen
Thrombinbildung und gibt dadurch Aufschluss Ubers d&/orliegen einer
Gerinnungsaktivierung. {79} Eine erhdhte TAT-Konmetion deutet dabei auf eine
bestehende Gerinnungsstorung im Sinne einer Hypgtkabilitat hin. {109}

Ein Grund fir die Bildung von Thrombin wahrend d@sttrakorporalen Zirkulation ist
die Aktivierung des Kontaktphasensystems durch #&aponiertsein des Blutes
gegenuber der Fremdoberflache. Es kann jedoch alwich Einwirkung des
Gewebefaktors (TF), der unter anderem durch Megiatoder Immunantwort
(zytokine, Komplementfaktoren, Radikale) stimuligvird, zu einer Einleitung eines
Gerinnungsprozesses und damit zur Thrombinbildudgrend des kardiopulmonalen
Bypasses kommen. {48}{87}112}

Bei der Bestimmung der TAT-Konzentration ergab sicdcum 2. und
3.Abnahmezeitpunkt sowie nach 120minutiger Rezataoh in der Safeline-Gruppe
(Maximalwert 6,514 + 1,174 ug/l) ein im VergleicbrzBioline-Gruppe (Maximalwert
11,934 £ 4 ug/l) signifikant geringerer Anstieg désT-Wertes.

Im Vergleich zu den unbeschichteten Oxygenatoremntem sowohl bei den
heparinbeschichteten als auch bei den polypepttibggeten Oxygenatoren keine
statistisch signifikanten Unterschiede festgesteditden. Es fiel jedoch in der Bioline-
Gruppe eine deutlichere Zunahme der TAT-Konzemtnadiuf.

Zum einen kann die vermehrte Komplexbildung bei Begline-Oxygenatoren auf einer
durch die heparinbeschichtete Oberflache ausgeloste verstarkten
Gerinnungsaktivierung beruhen, zum anderen musxleduch beachtet werden, dass

die Thrombininaktivierung in Anwesenheit von Hepagnorm beschleunigt wird. Nach
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Niimi et al. {68} besitzt jedoch nur ca. ¥ des agr @©berflache der Oxygenatorfasern
kovalent gebundenen Heparins eine hohe AffinitéatAiitithrombin Il und somit eine
die Komplexbildung beschleunigende Wirkung. Esdisinnach anzunehmen, dass die
Beschichtung der Oxygenatoroberflache mit Polyplepti im Vergleich zu der
Oberflachenvergitung mit Heparin eine geringereividtung der Gerinnung und
demzufolge eine geringere Thrombinbildung bewirkie eine weniger starke
Gegenregulation im Sinne der Bildung von TAT-Konxge erfordert.

Da bei den mit der heparinisierten L6sung vorgdaspuSafeline-Oxygenatoren schon
vor der Rezirkulation (1.Abnahmezeitpunkt) eine Mergleich zu den Safeline-
Oxygenatoren signifikant hohere TAT-Konzentratioengessen wurde, ist der nach
einer Minute festgestellte, ebenfalls signifikanbhbre TAT-Wert nicht weiter

diskussionswurdig.

4. Hamolyse (Freies HAmoglobin)

Die Beschadigung von Erythrozyten im Verlauf detr@xorporalen Zirkulation fuhrt
zur Hamolyse und ist hauptsachlich auf Scherkrafiigickzufihren, die wahrend der
Rezirkulation des Blutes durch das Kreislaufsystarhdie Zellmembranen einwirken.
Diese Scherkrafte konnen vor allem durch die wé&haes kardiopulmonalen Bypasses
eingesetzten Blutpumpen, Kardiotomiesauger und RuBlygenatoren verursacht
werden. {39} Aber auch Konnektorstellen und andBegionen im Kreislaufsystem,
die zu Turbulenzen des stromenden Blutes fuhrean inen schadigenden Einfluss
auf die Erythrozyten und andere Blutzellen aus. {8}

Zudem kann der terminale Lysekomplex C5b-9, der resdh der extrakorporalen
Zirkulation im Zuge der Komplementaktivierung gelet wird, fur eine Destruktion der
Erythrozyten verantwortlich gemacht werden. {41}

Durch die Erythrozytenschadigung kommt es unteremmd zu einer Freisetzung
thrombogener Substanzen wie z.B. ADP, welche di@mbozytenaggregation férdern
und somit das Risiko einer thrombogenen Embolisagitéhen. {839}

Freies Hamoglobin im Plasma kann zu oxidativem msehaden sowie zur

Beeintrachtigung der Nierenfunktion fihren. {80)nEiHamoglobinurie tritt jedoch erst
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ab einer Hamoglobinkonzentration im Serum von d20 ing/dl auf, da das freie

Hamoglobin zunéachst an Haptoglobin gebunden unBES eliminiert wird, bis dessen

Bindungskapazitat Gberschritten ist. {8}{53}

Die Messung der Konzentration von freiem HamogldbinPlasma lasst demnach auf
das Ausmall der Hamolyse und damit auf den Grad Tdeumatisierung der

Erythrozyten im extrakorporalen Kreislaufsystemlietden. {8}

Insgesamt kann festgestellt werden, dass eine neweete Schadigung der

Erythrozyten in diesen Versuchen erst nach eingtulitionszeit von zwei Stunden

nachgewiesen werden konnte.

Nach dieser Zeit der Rezirkulation stieg die Harabgl-Konzentration in der Safeline-

Gruppe (238,63 = 106,92 mg/dl) auf das 3,4-fache zie¢ dieser Zeit gemessenen
Hamoglobinwertes in der Bioline-Gruppe (31,644 +8P4 mg/dl) an. Der statistische
Vergleich ergab zu diesem Abnahmezeitpunkt einech hgignifikanten Unterschied

(p<0,01).

Nach derselben Zirkulationszeit wies auch der \@ctjl der Safeline-Oxygenatoren mit
den schnell gealterten Oxygenatoren (71,32 + 5688ll) einen signifikant starkeren

Anstieg der Hamoglobin-Konzentration in der Sakel@ruppe auf.

Aufgrund dieser Konzentrationsunterschiede kann bwirden Safeline-Oxygenatoren
nach zweistindigem Einsatz von einer im Vergleiadh d@en oben genannten
Oxygenatoren starkeren Schadigung der Erythrozgesgehen, die aufgrund der
gleichen Versuchsanordnung in allen Gruppen nicifitvarfahrensbedingte, sondern
auf ungunstigere Eigenschaften der Safeline-Olmidbeschichtung zurtckzufihren
sind.

Der statistische Vergleich der unbeschichteten md#n heparinbeschichtetn

Oxygenatoren ergab keine signifikanten Unterschiedke Hamoglobin-Konzentration

stieg jedoch in der unbeschichteten Gruppe naclstimeliger Rezirkulation starker an
als in der Bioline-Gruppe. Die Bioline-Oxygenatorasigten demnach auch noch am
Ende des Versuches gute OberflacheneigenschaftBezng auf die Traumatisierung

der Blutzellen.
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Da der am Ende der Zirkulation gemessene Hamoghasinin der Gruppe der
gealterten Oxygenatoren (263,342 %) weniger alHdite der zum selben Zeitpunkt
in der Safeline-Gruppe festgestellten Hamoglobizlemtration (602,226 %) betrug,

kann angenommen werden, dass die Safeline-Obesfidehgitung nach langerer
Rezirkulation an positiven Eigenschaften und ineAlhgsprozess an Wirkung verliert.

5. Leukozyten

Leukozyten, insbesondere die polymorphkernigenrophtlen Granulozyten stellen die
Mehrheit der Zellen dar, die bei Entzindungsrealdio im Rahmen von Sepsis,
systemischen Entzindungsreaktionen und kardiopudleon Bypass beteiligt sind.
{58}

In einem in-vitro-HLM-Modell kommt es durch die Haxfilution und die Adhasion der
Leukozyten an die im extrakorporalen Kreislaufsystabsorbierte Proteinschicht zu
einem Abfall der Leukozytenkonzentration. {11}

Als wichtigster Rezeptor, Uber den die Neutrophiland Monozyten an der
Fremdoberflache z.B. an Fibrinogen binden, ist@ie@B-Rezeptor zu nennen. {2}{92}
Durch den kardiopulmonalen Bypass kommt es aul3erdameiner vermehrten
Expression des Glykoproteins GMP-140 (CD62) auf @berflache von aktivierten
Thrombozyten, das die Bindung der BlutplattchendenlLeukozyten vermittelt. {90}
Diese Thrombozyten-Leukozyten-Aggregate konnendeeiZellzahlung ebenso wenig
wie die adharierten und aggregierten Leukozytemsstfwerden.

In vivo ist jedoch initial ein deutlich ausgepragteLeukozytensturz zu beobachten, der
aul3er auf den oben genannten Ursachen auf eineicherung der wei3en Blutzellen
in der Lungenstrombahn beruht. Dieses sogenantitkiygy“ der Leukozyten in den
Lungenkapillaren wird zusammen mit der Freisetzung Proteasen (vor allem der
PMN-Elastase) aus ihren Granula als bedeutendstktoiF bei der Auslosung des
akuten Lungenversagens (Adult Respiratory Distr8gadrom; ARDS) angesehen.
{91}

Besonders die bei der Komplementaktivierung getsldle Anaphylatoxine C3a und

Cbha sind aufgrund ihrer chemotaktischen und akewiden Eigenschaften fur die
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Migration der Leukozyten in das Gewebe und somitdié zirkulierende Neutropenie
wahrend des kardiopulmonalen Bypasses verantwortic machen. {110} Zudem
bewirken die beiden Fragmente eine Erhdéhung der illdggermeabilitit, eine
Kontraktilitatssteigerung der glatten Muskulatuwss die Freisetzung von Histamin
aus den Mastzellen. {34}

Im Vergleich zur unbeschichteten Gruppe zeigtenBRl@ine-Oxygenatoren wahrend
der gesamten Rezirkulation einen geringeren Aldfail Leukozytenkonzentration, der
zum Abnahmezeitpunkt nach einer halben Stunde ¢oated: 2,4 + 0,8 x103/ul,
Bioline: 4,4 + 1,5 x103/pl) statistisch signifikantr.

In ahnlicher Weise konnte dies bei dem Vergleichutdeschichteten mit den Safeline-
Oxygenatoren beobachtet werden, jedoch wurde hikons nach 20 Minuten ein
signifikant geringerer Leukozytenabfall in der po#ptidbeschichteten Gruppe
nachgewiesen, der nach halb- und einstiindiger [@Atikbmszeit eine hohe Signifikanz
aufwies (7.Abnahmezeitpunkt: non-coated: 2,2 = R]03ul; Safeline: 3,7 + 0,6
x103/ul).

Somit lasst sich feststellen, dass sowohl die Hepaschichtung als auch die Safeline-
Oberflachenvergutung bezuglich der Margination Aggregation der Leukozyten der
unbeschichteten Oxygenatoroberflache Uberlegen gimtl demzufolge eine bessere
Biokompatibilitat aufweisen.

Da im statistischen Vergleich der Bioline- mit d&afeline-Oxygenatoren keine
signifikanten Unterschiede nachgewiesen wurdengiistvergleichbarer Einfluss der
verschiedenen Oberflachenbeschichtungen auf diddemeiBlutzellen anzunehmen.
Anhand der gemessenen Leukozytenkonzentrationendéei heparinbeschichteten
Oxygenatoren (Minimalwert 3,3 + 1,2 x103/ul) kanammn dieser Gruppe jedoch eine
weniger ausgepragte Leukopenie beobachten alerisafeline-Gruppe (Minimalwert
2 + 0,2 x103/ul).

Die Modifizierung der Safeline-Oberflachenbeschicigt durch die heparinisierte
Vorspillosung fuhrte zu einem signifikant starkerébfall der Leukozyten im
Vergleich zu den gemessenen Werten in der Saf@uppe (p<0,05:
4.+7.Abnahmezeitpunkt; p<0,01: 5.+6.AbnahmezeitpunRurch die Kontaktierung

des Kreislaufsystems mit der heparinisierten LOswog Versuchsbeginn wurde
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demnach keine Verbesserung der BiokompatibilitatBezug auf die Leukozyten

erreicht, sondern wurden vielmehr unginstigere iBgthgen geschaffen.

Der hoch signifikant starkere Leukozytenabfall ier dsruppe der schnell gealterten
Safeline-Oxygenatoren lasst auf eine Verschlechterer Oberflacheneigenschaften
nach langerer Lagerung der Oxygenatoren schliel3en.

Sowohl im Vergleich mit den Bioline- und unbeschétbn Oxygenatoren als auch mit
den modifizierten Safeline-Oxygenatoren zeigte Sigfeline-Oxygenator bei langerem
Einsatz (>1h) bezuglich der Auswirkung auf die Lezyen deutlich unginstigere
Oberflacheneigenschaften als wahrend der Rezitkalainerhalb der ersten Stunde.

6. PMN-Elastase

Das Enzym PMN-Elastase ist in hohen Konzentratioineden azurophilen Granula
polymorphkerniger neutrophiler Granulozyten en#valtind zeichnet sich durch seine
geringe Substratspezifitat aus. {11}

Die PMN-Elastase wird von aktivierten Neutrophifesigesetzt und bewirkt zusammen
mit anderen Proteinasen und freien Radikalen delpaAbstruktureller Komponenten
des Interstitiums wie Kollagen, Elastin, Basalmeanien oder Proteoglykanen. {36}
Aullerdem kann die PMN-Elastase unter anderem fi@ }Jeranderung von
Gerinnungsproteinasen und die Inaktivierung ihreita§onisten, die Hydrolyse des
Thrombozyten-Glykoproteins Ib sowie die Expositiaon Fibrinogen-Rezeptoren auf
der Plattchenoberflache verantwortlich gemacht eerdDiese Effekte kdnnen zu
hamorrhagischen Komplikationen wahrend und nach #&ardiopulmonalen Bypass
fuhren. {10711} Des Weiteren besitzt die Granubenelastase die Fahigkeit, die
Komplementfragmente C3a und Cba abzuspalten undrkiesomit indirekt eine
Verstarkung der Leukozytenaktivierung. {34}

Die Aktivierung der weil3en Blutzellen wahrend dgtrakorporalen Zirkulation erfolgt
vor allem durch das bei der Initiation des Kontalkigensystems entstehende Kallikrein,
den PAF und das Anaphylatoxin C5a, aber auch ddechdirekten Kontakt der Zellen
mit der Fremdoberflache. {39} Nach Jansen et al}{lann 55% des PMN-Elastase-
Anstiegs im Plasma durch eine Erh6éhung der TCC-Kotration wahrend der
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Rezirkulation erklart werden, da es durch Bindungs d.ysekomplexes an die
Leukozyten zu einer Destruktion derselben und idhglzu einer Freisetzung des
Zellinhaltes kommit.

Den wichtigsten Inhibitor der Elastase stellt deiProteinase-Inhibitor dar, der das
Enzym durch Komplexbildung inaktiviert.

Anhand der Bestimmung dieses Enzym-Inhibitor-Korretg in dessen Form die PMN-
Elastase hauptsachlich im Plasma zirkuliert, kanof alas Ausmald der

Leukozytenaktivierung geschlossen werden. {36}

In der Gruppe der unbeschichteten Oxygenatorentezeigh im Vergleich zu den
heparinbeschichteten Oxygenatoren bis zu einemtionszeit von einer Stunde ein
signifikant starkerer Anstieg der PMN-Elastase-Kamtration (7.Abnahmezeitpunkt:
non-coated: 423,51 + 256,34 ug/l; Bioline: 107,22#38 pg/l); im Vergleich zu den
polypeptidbeschichteten Oxygenatoren stieg der Hié$tase-Wert nur zwischen 10
und 30 Minuten signifikant starker an.

Nach ein- und zweistiindiger Rezirkulation ergabéch ssignifikante bzw. hoch
signifikante Unterschiede zwischen den gemessei-Plastase-Konzentrationen in
der Bioline- und Safeline-Gruppe, da zu diesen Abmezeitpunkten bei den Safeline-
Oxygenatoren (7.Abnahmezeitpunkt: 260,9 + 75,56l)udgutlich héhere Elastase-
Werte nachgewiesen werden konnten.

Aufgrund dieser Ergebnisse kann demnach auch in udezauf die
Leukozytenaktivierung ~ von  einer  glnstigeren Hamogatibilitat  der
heparinbeschichteten Oxygenatoren ausgegangennverde

Bis zu einer Rezirkulationszeit von einer Stundéehdie Polypeptidbeschichtung im
Vergleich zu den Oxygenatoren ohne Oberflachenvengiieine deutlich geringere
Aktivierung der Leukozyten zur Folge und wies somitbessere
Oberflacheneigenschaften auf. Jedoch stieg die B\&iNtase-Konzentration nach 120
Minuten massiv an (1149,09 + 334,38 ug/l) und iteédabei den maximalen Elastase-
Wert in der unbeschichteten Gruppe (798,58 + 388/D.

Demnach ist die Safeline-Beschichtung nach eingquEitionszeit von mehr als einer
Stunde sowohl der heparinbeschichteten als auchudbeschichteten Oberflache

unterlegen.
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In der Gruppe der gealterten Oxygenatoren konntenfabls zwischen 10- und
30minutiger Rezirkulation ein signifikant starkereknstieg der PMN-Elastase-
Konzentration als in der Safeline-Gruppe nachgesviesverden. Die gealterten
Safeline-Oxygenatoren tbten demzufolge einen mmtwddeschichteten Oxygenatoren
vergleichbaren Einfluss auf die Leukozyten aus, wasf eine durch den
Alterungsprozess nachlassende Wirkung der Polygieggchichtung schliel3en lasst.
Nach ein bis zwei Stunden kam es jedoch in der liBaef&ruppe zu einer
Leukozytenaktivierung ahnlichen Ausmalies. Diesegelfitis stellt einen weiteren
Beweis fur die im Laufe der Rezirkulation nachlamke Biokompatibilitat der Safeline-

Oxygenatoren dar.

7. SC5b-9

Die Aktivierung des Komplementsystems wahrend deslikpulmonalen Bypasses
erfolgt hauptséchlich tber den alternativen Weg berdiht auf dem Kontakt des Blutes
mit der Fremdoberflache, der Blut-Luft-Grenzflack@&hrend der Oxygenierung sowie
auf der Freisetzung von Endotoxinen wahrend deakatporalen Zirkulation. Zu einer
Komplementaktivierung Utber den klassischen Weg kbmsnvor allem postoperativ
durch die Gabe von Protamin zur Neutralisierung ge8operativ systemisch
verabreichten Heparins. {11}{21}29}

Das im Verlauf der extrakorporalen Zirkulation aldite Komplementsystem kann
postoperativ. zu Komplikationen wie myokardialer Bystion, erhohter
Wasseransammlung in der Lunge, Multiorganversagger aur Hamolyse fluhren.
{56}{98}{104}

Die Aktivierung der Komplementkaskade endet in d@rmation des terminalen
Lysekomplexes (TCC, C5b-9), der durch Bindung am dellmembran und Bildung
eines transmembranalen Tunnels letztendlich zurtrlid®n der Zielzelle fuhrt.
Demzufolge kommt es wéahrend dem kardiopulmonalepaBy durch eine vermehrte
Bildung des C5b-9-Komplexes zu einer Zerstérung foythrozyten und somit zur
Hamolyse sowie zur Degranulation von Thrombozyteutrophilen Granulozyten und

Monozyten. {15}
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AulRerdem resultiert aus der Komplexbildung eingkté Expression des Leukozyten-
Adhé&sions-Proteins P-Selectin auf der OberflacheGkfaRendothelzellen und somit
eine vermehrte Migration der weifl3en Blutzellen & GGewebe. {56}

Der im Plasma frei zirkulierende C5b-9-Komplex wddrch Bindung an das ebenfalls
frei im Plasma zirkulierende S-Protein inaktiviebie Konzentration dieses SC5b-9-
Komplexes gibt Aufschluss tber das Ausmalld der Kemphtaktivierung und wird

durch die Blut-Oberflachen-Interaktion wahrend desrdiopulmonalen Bypasses
erhoht. Infolgedessen kann Uber die Messung desb-96&ertes wéahrend der
extrakorporalen Zirkulation eine Beurteilung der oBimpatibilitat der im

Kreislaufsystem verwendeten Materialien erfolgelb

Im Vergleich zur Bioline-Gruppe wurde in der Grupper unbeschichteten
Oxygenatoren nach 5 und 60 Minuten Rezirkulatiore esignifikant hohere und nach
120 Minuten Rezirkulation (non-coated: 2209,53 £5,91 ng/ml; Bioline: 427,82 +
110,92 ng/ml) eine hoch signifikant hohere SC5betkentration festgestellt. Zu
denselben Abnahmezeitpunkten ergab auch der selist Vergleich der
unbeschichteten Oxygenatoren mit den Safeline-Ongfpeen (Maximalwert nach 120
Minuten: 900,91 + 292,17 ng/ml) signifikant hohénéerte in der unbeschichteten
Gruppe.

Nach einer Zirkulationszeit von einer Stunde stibg TCC-Konzentration bei den
Safeline-Oxygenatoren (616,06 * 224,58 ng/ml) im rgdch zu den
heparinbeschichteten Oxygenatoren (232,32 + 62,80nlh deutlich starker an
(p<0,05).

Den Ergebnissen zufolge fiuhrt die Oberflachenbdéahizeit der unbeschichteten
Oxygenatoren zu einer im Vergleich zu den besciieht Oxygenatoren stéarkeren
Komplementaktivierung und lasst somit auf eine unsgigere Biokompatibilitat dieser
Oxygenatoren schliel3en.

Da nach einstindiger Rezirkulation bei den Safemggenatoren eindeutig héhere
SC5b-9-Konzentrationen als bei den Bioline-Oxygereat nachgewiesen wurden, sind
die Vorteile der Heparinbeschichtung auch in Bezagf diesen Parameter

unverkennbar.
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Moglicherweise beruht die geringere Komplementadtiing in der Bioline-Gruppe auf
der Bindung des SCb5b-9-Komplexes an das immohilesie Heparin der
Oxygenatoroberflache. {104}

Obwohl zwischen den verschiedenen Safeline-Oxygesat keine statistisch
signifikanten Unterschiede festgestellt wurden, rken wahrend der gesamten
Rezirkulation in der Gruppe der gealterten Safeixggenatoren die hochsten SC5b-9-
Werte gemessen werden (Maximalwert 1724,86 + 1A9ng/ml). Aufgrund dieser
Tatsache kann man auch in Bezug auf diesen Panadesten ausgehen, dass es im
Zuge der Alterung der Oxygenatoren zu einer vererniah Wirksamkeit der
Polypeptidbeschichtung und somit zu einer verstdrkt Aktivierung des

Komplementsystems kommt.

Der Vergleich der bioaktiven mit der biopassivene@lchenbeschichtung zeigt
deutliche Vorteile der heparinbeschichteten Oxytmea bezlglich der

Biokompatibilitat. Vor allem aufgrund der Thrombdegzahl und des Ausmalies der
Plattchenaktivierung kann die Oberflache der Bmlibxygenatoren als

hamokompatibler und weniger thrombogen bezeicheeti@n.

Der insgesamt ungunstigere Einfluss der SafelirecBiehtung sowohl auf das
Gerinnungs- als auch auf das inflammatorische 8ystder nach zweisttiindiger
Rezirkulation besonders hervortritt, fihrt zu demrhl8ss, dass die Vergitung von
Oxygenatoroberflachen mit Polypeptiden keine neswente Optimierung der

Materialeigenschaften und somit Verbesserung dekddnpatibilitat mit sich bringt.

Die durch den Alterungsprozess reduzierte Wirkuag®hfeline-Oberflachenvergitung
demonstriert eine begrenzte Haltbarkeit dieser N&tberflache und stellt einen

weiteren Nachteil dieser biopassiven Beschichtuarg d

Abschlie3end ist festzuhalten, dass die Verwendumg Bioline-Oxygenatoren im

Rahmen des kardiopulmonalen Bypasses im Vergleiogh den Safeline- und

unbeschichteten Oxygenatoren zu einer Minimieruagdiirch den Einsatz der Herz-
Lungen-Maschine bestehenden Risiken wie postopemtnthte Blutungsneigung,

thrombembolische Ereignisse oder dem Post-Perfassgndrom bis hin zum

Multiorganversagen fuhrt.
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V. ZUSAMMENFASSUNG

Der Kontakt des Blutes mit den unphysiologischere@®ichen von extrakorporalen
Kreislaufsystemen, die unter anderem im Rahmenhamchirurgischen Operationen
Verwendung finden, bewirkt eine Aktivierung von s@w humoralen als auch
zellularen Komponenten des Blutes. Die damit eigbleenden Hamostasestérungen,
wie Nachblutungen, systemische Entziindungsreaktionder Thromboembolien
fuhrten zu dem Bestreben, eine dem GefalRendothkézna perfekt gleichende
Materialoberflache zu entwickeln, die moglichst igge pathophysiologische

Interaktionen zwischen Blut und Oberflache hervibrru

Eine Methode, die Biokompatibilitat der verwendeMaterialien zu optimieren, stellt
die Vergitung der Oberflachen von Oxygenatoren,res&ioren und Schlauchsystemen
dar. Dabei kann zwischen bioaktiven und biopassiBeachichtungen unterschieden
werden, deren Einflisse auf die Hamokompatibilitétn Oxygenatoren in der
vorliegenden Arbeit getestet wurden:

In einem kurzgeschlossenen HLM-Modell wurden 500Btot und Blutzusatze gemafd
Operationsbedingungen fir zwei Stunden rezirkulienhd zu verschiedenen
Abnahmezeitpunkten Blutproben entnommen. Zum Emsat kamen
Hohlfasermembranoxygenatoren, die zum einen eirgarh@eschichtete und zum
anderen eine polypeptidbeschichtete Oberflacheiasén. Als Kontrollgruppe dienten
unbeschichtete Oxygenatoren derselben Bauart.

Zudem wurde eine Gruppe von polypeptidbeschichte@xygenatoren einem
Schnellalterungsprozess unterzogen, um Uber degléfeln mit den nicht gealterten
Oxygenatoren eine Aussage bezlglich der Haltbarked Alterungsbestandigkeit
dieser biopassiven Oberflachenverglitung machedzndq.

Des Weiteren sollte durch das Priming eines Teks golypeptidbeschichteten
Oxygenatoren mit einer heparinhaltigen Losung v@ndeginn der Rezirkulation eine

mogliche Verbesserung der Biokompatibilitat der @&ehe untersucht werden.
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Zur Evaluation der Hamokompatibilitat der unterschich beschichteten und
modifizierten Oxygenatoroberflachen wurden versdbie Aktivierungsmarker der

plasmatischen und thrombozytaren Gerinnung sowiénflammation analysiert.

Die Auswertung der Ergebnisse zeigte eine deutlichderlegenheit der

Heparinbeschichtung gegentber der Polypeptidolbdidvergitung und den
unbeschichteten Oxygenatoren in Bezug auf die emeidintersuchungsparameter.
Insbesondere der giinstigere Einfluss der hepachidgeten Oxygenatoren auf die
Thrombozyten im Sinne einer deutlich geringer apsggten Thrombozytopenie sowie
Plattchenaktivierung wahrend der Rezirkulationphdsenonstriert die Vorteile der
bioaktiven gegenuber der biopassiven Oberflachginveng. Demnach kommt es durch
den Kontakt des Blutes mit der polypeptidbeschiemeOberflache in hdéherem
Ausmal als bei den heparinbeschichteten Oxygematowe einer Aktivierung der

Thrombozyten, die daraufhin Gber nun vermehrt ewgmte Rezeptoren an die
Fremdoberflache adhérieren und so einen AbfallRlattchenkonzentration bewirken.
Das von den aktivierten Zellen freigesetzte platdpezifische Protein -
Thromboglobulin dient dabei als Aktivierungsmarkerd konnte in der Gruppe der
heparinbeschichteten Oxygenatoren in auffallend drigeren Konzentrationen
gemessen werden.

Bei den polypeptidbeschichteten Oxygenatoren fiemdem, vor allem nach ein- bis
zweistiindiger Rezirkulation, eine massive inflanonathe Antwort auf, was

besonders anhand der gemessenen PMN-Elastase-Kmatipen deutlich wurde.

Erh6hte PMN-Elastase-Werte werden zusammen miSdguestration von Leukozyten
in den Lungenkapillaren mit der Entstehung einesteak Lungenversagens (ARDS)
nach extrakorporaler Zirkulation in Verbindung ggatirt.

In Bezug auf die Alterungsbestandigkeit der polymiyeschichteten Oxygenatoren
lasst sich aufgrund der gemessenen Parameterkosizemén eine begrenzte
Lagerungsfahigkeit der Oxygenatoren feststellendidaPolypeptidbeschichtung durch
den Alterungsprozess offensichtlich an positivegelaschaften verliert.

Ebenso konnte anhand der Ergebnisse gezeigt weddes, durch den Zusatz von
Heparin in das Primingvolumen keine Verbesserung Rlekompatibilitdt, sondern

sogar zum Teil schlechtere Oberflacheneigenschaftaalt wurden.
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Angesichts der in dieser Studie gefundenen Ergsérkiann angenommen werden, dass
sich der klinische Einsatz von heparinbeschicht@aggenatoren im extrakorporalen
Zirkulationsverfahren gegentber der Verwendung vpolypeptidbeschichteten
Oxygenatoren als  vorteilhafter  erweist. = Jedoch teeig auch  die
Polypeptidoberflachenvergitung gunstigere Eigerfsahaim Vergleich zu den
unbeschichteten Oxygenatoren und konnte somit devinberung der mit dem

kardiopulmonalen Bypass einhergehenden Komplikatiatienen.
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