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Referat:

Diese Arbeit beschaftigt sich mit den Auswirkungen der Herz-Lungen-Maschine auf das Gewebe des
Hippocampus in einem Ferkelmodell. Die Tiere untereilte man in 5 Gruppen: ,Kontrolle, ,Kontrolle
mit Minozyklin“, ,,HLM pulsatil“, ,,HLM nicht-pulsatil“, sowie ,,HLM nicht-pulsatil mit Minozyklin“. Es
wurde untersucht, ob eine pulsatile Perfusion Schaden in den Zellen des Hippocampus gegeniiber
eines nicht-pulsatilen Blutflusses wahrend der extrakorporalen Zirkulation abmildern kann. Des
Weiteren Uberpriifte man neuroprotektive Effekte des Tetrazyklin-Derivates Minozyklin wahrend
eines kardiochirurgischen Eingriffes mit Herz-Lungen-Maschine. Wahrend der Operation wurde bei
allen Ferkeln eine Hypothermie von 28 °C durchgefiihrt und die HLM-Zeit betrug 90 Minuten. Die
Rekonvaleszenzzeit umfasste 120 Minuten. Minozyklin verabreichte man in den entsprechenden
Gruppen zu Beginn des Versuches (4 mg/kg Kérpermasse) und nach Abkopplung von der Herz-
Lungen-Maschine (2 mg/kg Kérpermasse) intravends. Hauptbestandteil der Arbeit waren
histologische, immunhistochemische Farbemethoden zur Untersuchung des Hippocampus. Mithilfe
eines Mikroskops wurden Veranderungen auf zellularer Ebene im CA1- und CA3-Areal des Cornu
ammonis im Hippocampus ausgewertet. Fiir die Ergebnisse betrachtete man die Pyramidenzellen
des Stratum pyramidale. In der Himatoxylin-Eosin-Farbung wurden Zellen mit den Eigenschaften
,Odem*, ,Eosinophilie” und ,,Pyknose” fiir jedes Versuchstier gezahlt. Mit den
immunhistochemischen Farbungen sollten Faktoren fiir den programmierten Zelltod, fir Hypoxie
(HIF 1-alpha) und fiir oxidativen Stress (3-Nitrotyrosin) detektiert werden. Als Marker fiir Apoptose

wahlte man den Apoptose-induzierenden Faktor, cleaved Caspase 3 und Poly-(ADP)-Ribose.
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1 Einflihrung

Angeborene Herzfehler sind mit eine der haufigsten angeborenen Organfehlbildungen des Menschen.
Mit der Entwicklung und Einfiihrung der Herz-Lungen-Maschine im klinischen Alltag konnen zahlreiche
kongenitale Vitien bereits in den ersten Lebensmonaten korrigiert werden. Durch stetige
Weiterentwicklungen auf diesem Gebiet verringerte sich insbesondere die Mortalitats-, aber auch die
Morbiditdtsrate. Wahrend zu Beginn der Herzchirurgie vor mehr als 50 Jahren das Uberleben der
haufig sehr jungen Patienten im Fokus stand, treten heute immer mehr Fragen und Prognosen zu
Langzeitmorbiditdten in den Vordergrund. Neben funktionellen und physiologischen Aspekten
einzelner Organe, wie z.B. des Herzens, der Lunge und der Niere, werden in der Literatur ebenso
Studienergebnisse zu etwaigen neurologischen Defiziten nach komplexen kardiochirurgischen
Eingriffen, sowie deren Folgen fiir den Patienten und seinem sozialem Umfeld intensiv diskutiert.
Hierbei sind mogliche neurologische Defizite nicht unmittelbar an einem verminderten Intelligenz-
Quotienten erkennbar — vielmehr handelt es sich um subtile und kleine Einschrankungen der
kognitiven Fahigkeiten, wie z.B. des Erinnerungsvermogens (Heinemann et al. 2014, Bellinger et al.
2011, Calderon et al. 2010).

Eine standige Optimierung der operativen Strategien, sowie stetige Weiterentwicklungen der
verwendeten Technologien reduzieren mégliche Risiken und Komplikationen, die u.U. mit einem
kardiochirurgischen Eingriff verbunden sind (Ballweg et al. 2007, Australien Institute of Health and
Welfare 2004). Die Untersuchung unterschiedlicher Perfusionstechniken der HLM, das Saure-Basen-
Management wahrend des operativen Eingriffes, die intraoperative Thermoregulation des Patienten,
pharmakologische Therapiekonzepte, sowie die Auswahl der geeigneten einzelnen Komponenten fir
die Herz-Lungen-Maschine sind verschiedene Ansdtze, um etwaige Schaden einzelner Organe, wie z.B.

des Gehirns, weiter zu senken.



1.1 Kinderherzchirurgie

GemaR einer PAN-Studie (Erfassungszeitraum 2006 bis 2008) treten angeborene Herzfehler mit einer
Pravalenz von 1,1 % unter allen Lebendgeborenen in Deutschland auf. Das entspricht ca. 7000 bis 8000
neuen Patientenfallen pro Jahr. Die Fehlbildungen am Herzen und deren Schweregrad werden in drei
Gruppen eingeteilt: leichte (61 %), moderate (27 %) und schwere (12 %) kongenitale Vitien. Mit einer
Prozentzahl von 48,3 % tritt der Ventrikelseptumdefekt am haufigsten auf, am zweithaufigsten wird
mit 15,6 % ein Vorhofseptumdefekt diagnostiziert (Lindinger et al. 2013) (siehe Anhang 8.1.1 Tab. 1).

Operationen der Kinderherzchirurgie werden unterteilt in Palliativ- und Korrektur-Eingriffe, sowie - als
ultima ratio - die Transplantation. Palliativ-Eingriffe werden moglichst vermieden und nur dann
durchgefihrt, wenn primare Korrekturen mit einem hohen Risiko verbunden sind. Angestrebt wird die
Stabilisierung des Kreislaufes mit einer weitgehend kontrollierten Lungendurchblutung. Mithilfe eines
palliativen Eingriffes kbnnen neben einer verbesserten Himodynamik weiterhin spatere Korrektur-
Eingriffe erleichtert werden (Gerelli et al. 2014). Ein zu geringes Gewicht des Patienten und eine
fortschreitende Zyanose sind haufig Indikationen, welche z.B. bei einem bestehenden Ventrikel-
Septum-Defekt (auch im Zusammenhang mit der Fallot'schen Tetralogie) oder bei einem
univentrikularem Herzen mit schwerwiegender Pulmonal-Stenose zu einem Palliativ-Eingriff flihren,
um eine verbesserte Sauerstoffsattigung zu erreichen (Lizano Santamaria et al. 2015). Laut der
International Society for Heart and Lung Transplantation werden 14 % aller Herztransplantationen in
der Kinderherzchirurgie durchgefiihrt. In den 90er Jahren waren angeborene Herzfehler mit ca. 76 %
die Haupt-Indikation zur Transplantation. Im Jahr 2013 sank dieser Prozentsatz auf 54 % der unter 1-
jahrigen Patienten (Dipchand et al. 2013). Durch Weiterentwicklungen und verbesserte OP-Techniken,
v.a. im Bereich der korrektiven Kinderherzchirurgie unter Verwendung der Herz-Lungen-Maschine,
kam es in den letzten Jahrzehnten zu einer verdanderten Indikationsstellung. So galt das hypoplastische
Linksherz-Syndrom frilher als Indikation fiir eine Herz-Transplantation. Die Therapie dieser
angeborenen Herzfehler besteht heutzutage in palliativen und rekonstruktiven chirurgischen
Eingriffen (Bailey 2011). Zahlreiche kardiochirurgische Eingriffe zur Korrektur kongenitaler Vitien
werden durch den Einsatz der Herz-Lungen-Maschine erst ermdoglicht. Weiterentwicklungen der
technischen Systeme, u.a. kleinere Komponenten der extrakorporalen Zirkulation mit verbesserter
Biokompatibilitdt und kleinere Schlauchsysteme erleichtern den Einsatz der HLM in der
Kinderherzchirurgie (Joubert-Huebner 2005). Die Zahl der korrektiven Operationen in der
padiatrischen Kinderherzchirurgie ist in den letzten Jahren deutlich gestiegen. 2013 wurden 85 % der
kardiochirurgischen Operationen zur Behandlung angeborener Herzfehler mit Herz-Lungen-Maschine
durchgefiihrt. Dabei werden moglichst Friih-Korrekturen kongenitaler Vitien angestrebt, d.h. operative

Eingriffe erfolgen bereits im Sauglingsalter (Heinemann et al. 2015).



1.2 Herz-Lungen-Maschine

Wahrend der extrakorporalen Zirkulation Gbernimmt die Herz-Lungen-Maschine die Funktion der
Lunge und des Herzens. Mithilfe von Pumpen zirkuliert das Blut des Patienten aulRerhalb des Kérpers
in einem kunstlichen Kreislauf, wobei der Gasaustausch Uber einen Oxygenator realisiert wird.
Elementare Bestandteile der HLM sind: das vendse Reservoir (mit Blasenfalle), der Oxygenator,
mindestens ein oder zwei Pumpen, arterielle Filter und das Schlauchsystem mit einem venésen und
arteriellen Teil, sowie die Kardioplegie-L6sung und die Priming-Losung. Die Verbindung zwischen
Patient und Herz-Lungen-Maschine wird Gber eine vendse und arterielle Kanilierung hergestellt. Die
venodse Kanilierung kann Uber die V. cava superior et inferior erfolgen (bicaval, zwei Kaniilen), iber
den rechten Vorhof oder als cavo-artriale Kanilierung (eine Kaniile, proximaler Anteil im rechten
Vorhof und distaler Anteil in der V. cava inferior). Bevor die Ankopplung der HLM mit dem Patienten
erfolgen kann, wird das komplette Schlauchsystem mit der Priming-Losung beflllt. Mit Beginn der
extrakorporalen Zirkulation wird das Blut Gber die natirliche Gravitation (i.d.R. befindet sich der OP-
Tisch deutlich hoéher als die HLM) in das vendse Reservoir geleitet. Zusatzlich enthdlt diese
Komponente der HLM eine Blasenfalle zur Elimination von Luftblaschen. Blut aus dem Koronarsinus,
den Pulmonalvenen und dem OP-Gebiet kann durch einen Koronarsauger drainiert und ebenfalls dem
vendsen Reservoir zugefiihrt werden. AnschlieRend erfolgt die Anreicherung des vendsen Blutes mit
Sauerstoff Gber einen Oxygenator mit integriertem Warmeaustauscher. Durch eine oder mehrere
Pumpen wird das oxygenierte Blut dem Patienten wieder zugefiihrt. Die arterielle Kanilierung erfolgt
Uber die Aorta ascendens. Bei Re-Eingriffen werden u.U. auch die A. femoralis und selten die A. iliaca
kandliert. Der arterielle Teil des Schlauchsystems der HLM enthalt Mikroporenfilter (arterielle Filter):
Dadurch koénnen u.a. Zell- und Gewebetrimmer, Thrombozytenaggregate, Luftblaschen und
Mikropartikel aus dem Blut eliminiert werden, bevor es erneut in den Kreislauf des Patienten gelangt.
Die Kardioplegie-Losung induziert den kiinstlichen Herzstillstand und wird i.d.R. (ber eine Sonder-
Kanile direkt in die Aortenwurzel injiziert (siehe Abb. 1). Wahrend der HLM-Zeit ist die Heparinisierung
des Blutes obligat. Das intraoperative Monitoring beinhaltet u.a. die Kontrolle der Blutgerinnung, des
Hamatokrit-Wertes, des Sauerstoff- und Kohlenstoffdioxid-Partialdruckes, des Sdure-Basen-Haushalts,
des Elektrokardiogrammes, des mittleren arteriellen Blutdruckes, des zentralvendsen Druckes, der
Korpertemperatur, des Elektrolyt-Haushaltes und der Urin-Produktion. In der Kinderherzchirurgie
erfolgt zudem ein neurozerebrales Monitoring mittels Nahinfrarotspektroskopie (near infrared
spectroscopy - NIRS) zur Messung der regionalen Sauerstoffsattigung. (Schmid 2006, Abdul-Khaliq et
al. 2005, Weitkemper 2005).
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Abbildung 1: schematische Darstellung einer extrakorporalen Zirkulation mit Herz-Lungen-Maschine

Zu Beginn des klinischen Einsatzes der Herz-Lungen-Maschine wurden Film- und Bubble-Oxygenatoren
verwendet. Seit nahezu 2 Jahrzehnten werden im klinischen Alltag fast ausschlieflich Membran-
Oxygenatoren genutzt (Haworth 2003). Vorteile dieses Typs sind: kleineres Priming-Volumen bei
ausreichend grofRer Flache fir einen suffizienten Gasaustausch, geringere Hamolyse-Rate und
geringere postoperative Morbiditaten (Herzleistung, respiratorische und renale Funktion weniger
stark beeintrachtigt) (lwahashi et al. 2004, Nilsson et al. 1990). Das Prinzip der mikroporésen
Hohlfaser-Membran-Oxygenatoren besteht darin, dass das Blut auRen im Gegenstrom entlang der
Hohlfasern (enthalten ein Sauerstoff-Luftgemisch) geleitet wird und tiber Diffusion ein Gasaustausch
stattfindet. Integrierte Warmeaustauscher ermoglichen Uber das physikalische Prinzip des
Warmedurchgangs eine Thermoregulation des Blutes: Entlang eines Trennsystems flieBt das Blut in
Gegenrichtung zur Wasserstromung (Dramburg et al. 2005). Nachteile der Membran-Oxygenatoren
sind: die Entstehung von gasférmigen Mikroblaschen, ein Druckabfall und hamodynamische
Energieverluste, wobei die Intensitat dieser Beobachtungen von Modell zu Modell differieren (Dogal
et al. 2012, Guan et al. 2009).

Die Priming-Losung dient der Entliftung der Herz-Lungen-Maschine. In der Kinderherzchirurgie wird
ein Volumen von 350 bis 1000 ml bendtigt, um eine Einheit vollstandig zu befiillen. Das initiale
Fillvolumen setzt sich haufig zusammen aus u.a. Ringer-Lésung, Natriumbikarbonat, Mannitol und

Albumin (5 bis 20 %). Die Priming-Losung bei Neugeborenen beinhaltet im Gegensatz zum adulten
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Patienten zusatzlich Vollblut oder fresh frozen plasma (FFP), wobei die Blutprodukte nicht dlter als 48
Stunden sein dirfen. Infolge des Primings kann es zu einer Hamolyse im Kreislauf des Patienten
kommen. Die Zugabe von FFP zu der Priming-Lésung flihrt zu einer postoperativ besseren
hamodynamischen Stabilitdt (Lee et al. 2013, Joubert-Huebner 2005).

Ebenso gibt es interinstitutionell Unterschiede bezliglich der verwendeten Kardioplegie-Losung in der
Kinderherzchirurgie. Als Standard-Verfahren hinsichtlich der Myokardprotektion werden in der Regel
eine Hypothermie des Patienten und die Verwendung einer kalten kristalloiden Kardioplegie
kombiniert (Born 2005). Seit einigen Jahren gibt es auch Untersuchungen zur Verwendung warmer
Blut-Kardioplegien im Zusammenhang mit einer Normothermie wahrend der extrakorporalen
Zirkulation in der Kinderherzchirurgie (Poncelet et al. 2011, Durandy et Hulin 2007, Pouard et al. 2006).
Bisher konnte keine eindeutige Uberlegenheit der einen oder anderen Methode dargestellt werden.
Kristalloide Kardioplegie-Lésungen werden nach extra- und intrazelluldrem Wirkprinzip unterschieden.
Extrazelluldre Kardioplegien bewirken durch eine hohe Konzentration von Kalium eine dauerhafte
Depolarisation der Zellmembran der Herzmuskelzellen, wodurch ein kinstlicher Herzstillstand
induziert wird (z.B. St.Thomas-L6sung). Die Wirkung der intrazelluldren Kardioplegie (z.B. Custodiol)
beruht auf einem Absenken der extrazelluldren Natrium-Konzentration auf intrazelluldre Werte und
erhohte extrazelluldre Kalium-Konzentrationen. Infolge dessen kommt es zu einer Hyperpolarisation
und anschlieendem Herzstillstand. Die Anforderungen an eine Kardioplegie-Losung sind: Ausldsen
eines sofortigen Herzstillstandes, um den Energieverbrauch der Herzmuskelzellen maximal zu
reduzieren; es sollten Substrate fiir die Energiegewinnung wahrend der Ischamiephase enthalten sein;
Puffer-Substrate, aufgrund der anaeroben Azidose wahrend der Ischamiephase und Substanzen fiir die
Membranstabilisierung der Herzmuskelzellen (Born 2005). Custodiol — Histidin-Tryptophan-
Ketoglutarat-Lésung nach Bretschneider (kristalloide Kardioplegie mit intrazellularem Wirkprinzip) —
enthalt u.a. Histidin als Puffer, Ketoglutarat fiir eine verbesserte Energiegewinnung wahrend der
Reperfusionsphase, Tryptophan zur Membranstabilisierung und Mannitol als Radikalfanger
(Bretschneider 1980).

Elementarer Bestandteil der Herz-Lungen-Maschine ist die Blutpumpe. Grundsatzlich kann man
zwischen Verdrangungspumpen und Zentrifugalpumpen unterscheiden. Der Transport des Blutes bei
Verdrangungspumpen erfolgt mittels Bewegung von Rollen, Stempeln oder Kolben, wahrend bei
Zentrifugalpumpen durch Rotation dieser, kinetische Energie auf das Blut {ibertragen wird. Die am
haufigsten verwendete Pumpe ist die Rollerpumpe nach De Bakey (1934) (Boettcher et al. 2003).
Mittlerweile gibt es zahlreiche Modifikationen (u.a. Einfach- oder Doppel-Rollerpumpen), jedoch ist
das grundlegende Prinzip des Bluttransportes in allen Modellen gleich. In einem anndhernd
halbkreisférmigen Gehaduse wird der Schlauch fixiert und durch Rotation des Pumpenarms, an dessen

Ende zylindrische Kolben befestigt sind, rhythmisch komprimiert. Vor und hinter den Rollen kénnen im

5



Schlauch kleine Turbulenzen im Blut entstehen, was letztendlich zu einer Hamolyse fiihrt. Die
Verwendung von Zentrifugal-Pumpen wird mit einer geringeren Himolyse-Rate assoziiert (Byrnes et
al. 2011, Schmid 2006, Lauterbach 2002). Andere Studiengruppen hingegen konnten eine héhere
Komplikationsrate (u.a. auch eine vermehrte Hamolyse) bei Einsatz der Zentrifugalpumpen
beobachten (Barrett et al. 2013). Das Risiko fir die Entstehung von gasférmigen Mikroblaschen ist bei
Verwendung von Rollerpumpen hoher als bei Zentrifugalpumpen. Jedoch produzieren diese
Verdrangungspumpen eine héhere hamodynamische Energie (Yee et al. 2010). Die Vorteile der
Rollerpumpe liegen weiterhin bei dem einfachen technischen Aufbau und der problemlosen klinischen
Anwendung. Das generierte Flussmuster entspricht einer Mitteldruck-Kurve, sodass fiir das Herstellen
eines pulsatilen Flusses eine technische Aufristung der Pumpe erfolgen muss (Weitkemper et al.

2005).

1.3 Pathophysiologie der Herz-Lungen-Maschine

1.3.1 Inflammationsreaktion

Der Kontakt des Blutes mit Fremdoberflachen, der auf die Blutbestandteile einwirkende mechanische
Stress und das operative Trauma an sich sind wesentliche Ursachen fiir die Entstehung einer
Entziindungsreaktion infolge des kardio-pulmonalen Bypasses (Baehner et al. 2012, Suleimann et al.
2008). In einigen Fallen kann sich eine Inflammationsreaktion einzelner Organe oder Gewebe
letztendlich im gesamten Organismus als systemic inflammatory response syndrome (SIRS)
manifestieren und zu einem Multi-Organversagen fiihren (Kunes et al. 2007). In einer retrospektiven
Studie von Soares et al. 2010 entwickelten 21,9 % der unter 3-jahrigen Patienten ein SIRS, wobei als
pradisponierende Faktoren ein geringes Korpergewicht und langere HLM-Zeiten benannt werden
konnten. Die Entziindungsreaktion setzt sich aus mehreren Komponenten zusammen und wird sowohl
durch zelluldre Elemente als auch durch l6sliche Proteine realisiert (Esper et al. 2014, Laffey et al.

2002).

Der mechanische Pumpvorgang fiir den Transport des Blutes durch die HLM resultiert in einer
veranderten Hamodynamik, d.h. die einwirkenden Scherkrdfte kénnen mitunter zu einer Zerstérung
der Zellen fuhren. Durch die deformierten oder irreversibel zerstorten Erythrozyten kann es zu einer
Hamolyse kommen (Ensminger 2006, Vogt et al. 2005).

In der Regel besteht das Schlauchsystem der HLM aus Kopolymeren (PVC, Polyurethan). Diese
Materialien gelten als blutinkompatibel und férdern eine Thrombozyten-Adhasion, -Aktivierung und

-Aggregation. Eine Aktivierung der Thrombozyten verursacht u.a. Gerinnungsstorungen und
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Koagulopathien nach Einsatz der HLM. Neben Thrombozyten haften weiterhin Plasmaproteine an der
kiinstlichen Oberflaiche des Schlauchsystems und konnen denaturieren. Dieser Vorgang ist
selbstlimitierend, hat aber zur Folge, dass es zu einer Flissigkeitsverschiebung im Blut des Patienten
durch den Verlust von Proteinen und Thrombozyten kommen kann — man spricht von einem
Kapillarleck-Syndrom (Ensminger 2006).

Die Veranderungen des Blutflusses wahrend der extrakorporalen Zirkulation, die Hamodilution und
der Kontakt des Blutes mit den kiinstlichen Oberflachen der Herz-Lungen-Maschine aktiviert neben
Thrombozyten auch polymorphkernige Leukozyten (PMNL). Adhasionsmolekiile wie P- und E-Selektine
der Endothelzellen interagieren mit L-Selektinen der Neutrophilen (rolling). Nachdem Vorgang des
rolllings entlang der Endothelzellen und anschlieBender Adhéasion, kommt es zur Migration der
Leukozyten in die Zellen (Diapedese). Dieser Prozess wird chemotaktisch durch die Bildung von
reaktiven Sauerstoffspezies (ROS), vasoaktiven Substanzen (Histamine, Serotonin), Plasma-Proteinen,
Arachidonsaure-Metaboliten, Zytokinen, plattchenaktivierenden Faktor und Nitritoxid geférdert. Im
aktivierten Zustand exprimieren Leukozyten zahlreiche Proteasen, wie z.B. Phospholipase A,, Elastase
und Myeloperoxidase. Dies fiUhrt zur Schadigung der Zellmembranen und erhohter
Membranpermeabilitdt. Phospholipase A, aktiviert Arachidonsdure und somit die Bildung von
Leukotrienen, Prostaglandinen und Thromboxanen. Aktivierte neutrophile Granulozyten bilden
weiterhin in der Phase der Reperfusion mithilfe von molekularen Sauerstoff Superoxid-Anion. Die in
Leukozyten exprimierte Myeloperoxidase katalysiert die Reaktion von Wasserstoffperoxid mit Chlorid.
Es entsteht hypochlorige Sdure, wodurch zahlreiche zelluldre Bestandteile beeinflusst werden. U.a.
kann es zur Peroxidation von Phospholipiden und Lipoproteinen kommen (Laffey et al. 2002, Schuster
et Miller-Werdan 2000, Panasenko 1997, Panasenko et al. 1995).

Trotz der Heparinisierung wahrend der extrakorporalen Zirkulation kommt es zu einer Aktivierung der
extrinsischen und intrinsischen Gerinnungskaskade infolge der Expression von Gewebefaktor auf den
Endothelzellen, aber auch zur Fibrinolyse. Der Schlauchkontakt des Blutes aktiviert die Umwandlung
von Faktor XIlI zu Xlla und fihrt zur Entstehung von Thrombin bis hin zur Fibrin-Bildung. Als
Gegenregulation zur Blutgerinnung wird ebenso die Fibrinolyse aktiviert, wobei zwischen diesen
beiden Vorgangen durch die extrakorporale Zirkulation ein Ungleichgewicht herrscht — es also zu
verstarkten Blutungen, aber auch vermehrten Koagulum-Bildungen kommen kann (Ensminger 2006,
Laffey et al. 2002).

Das Komplement-System und das Kinin-Kallikrein-System werden infolge der Kontaktflache
Blut/Schlauchsystem der HLM ebenso aktiviert. Wie bereits erwahnt erfolgt die Umwandlung von
Faktor XlI zu Xlla. Zusammen mit hochmolekularen Kininogen (HMK) wird aus Prakallikrein Kallikrein
gebildet. Kallikrein selbst besitzt eine positive Riickkopplung zum Faktor XlIl. Weiterhin wird die

Freisetzung von Bradykinin angeregt, welches an Endothelzellen binden kann und zur Bildung von
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Prostaglandinen und Nitritoxid beitragt. Es kommt zu einer Vasodilatation und zu einer erhéhten
Permeabilitdt. Dadurch gelangen Proteine und neutrophile Granulozyten schneller in das Gewebe
(Ensminger 2006, Kozik et Tweddell 2006).

Die Aktivierung der Komplement-Kaskade kann iber mehrere Wege erfolgen: Plasmin als Bestandteil
der Fibrinolyse fordert die Bildung von C3a aus C3, Kallikrein die Bildung von C5a aus C5 und Faktor XlI
fordert die Komplentkaskade auf dem klassischen Weg. C4a, als Bestandteil des klassischen Weges,
wird zusatzlich durch die Bildung von Heparin-Protamin-Komplexen aktiviert. Letztendlich fihrt die
ablaufende Komplementkaskade zur Freisetzung von ROS, lysosomalen Enzymen und Interleukinen
aus neutrophilen Granulozyten, sowie Freisetzen von vasoaktiven und permeabilitatssteigender
Substanzen aus Mastzellen und basophilen Granulozyten (Ensminger 2006, Kozik et Tweddell 20086,
Laffey et al. 2002).

Infolge der Komplement-Aktivierung wird die Produktion von Zytokinen stimuliert. Eine wichtige Rolle
spielen die proinflammatorischen Zytokine TNF-alpha, Interleukin (IL)-1, IL-6 und IL-8 und die
antiinflammatorischen Zytokine IL-10 und IL-1ra. Zu Beginn der HLM-Zeit kénnen vordergriindig IL-1
und TNF-alpha nachgewiesen werden, wahrend IL-6 und IL-8 am Ende des kardiopulmonalen Bypasses
verstarkt exprimiert werden. Aufgabe der Zytokine ist es, Leukozyten chemotaktisch anzulocken.
Wiederum sezernieren aktive Leukozyten u.a. Zytokine, es besteht also eine synergistische Wirkung

zwischen diesen beiden Komponenten (Ensminger 2006, Kozik et Tweddell 2006, Laffey et al. 2002).

1.3.2 Ischamie

Wahrend der extrakorporalen Zirkulation kann es aufgrund der unphysiologischen Perfusion,
verursacht durch die Herz-Lungen-Maschine, in verschiedenen Geweben teilweise zu einer
inaddquaten Durchblutung kommen. Unter Umstanden kann ebenfalls eine voriibergehende Hypoxie
entstehen. Eine Hypotension, der Verlust der zerebralen Autoregulation durch Abfall des mittleren
arteriellen Blutdruckes und die Hadmodilution erhéhen das Risiko fiir einen ischamischen Schaden im
Gehirn - besonders bei Kleinkindern von unter 4 Jahren (Brady et al. 2010, Mathew et al. 2007,
Hayashida et al. 2004).

Auf zelluldrer Ebene konnen folgende Prozesse infolge eines verminderten Sauerstoffangebots
vorangetrieben werden:

Wird einer Zelle nicht geniligend molekularer Sauerstoff als Substrat fir die Atmungskette und
oxidativen Phosphorylierung in den Mitochondrien zur Verfligung gestellt, sistiert die Bildung des
Energietragers ATP. Die Stoffwechselprozesse innerhalb der Zelle werden von aerober auf anaerobe

Glykolyse umgestellt. Wahrend durch die aerobe Glykolyse 32 mol ATP gebildet werden, kénnen



sauerstoffunabhangig nur 2 mol ATP entstehen (Folkerts 2005). Die vermehrte Bildung von Laktat, als
eines der Endprodukte der anaeroben Glykolyse und der Abbau des energiereichen ATP zu
Hypoxanthin fordern eine Azidose innerhalb der Zelle. Durch das Energiedefizit kommen wichtige
intrazelluldre, sowie membranstandige Transport-Prozesse zum Erliegen. Ein wichtiger
Transportprozess ist die ATP-abhangige Natrium-Kalium-Pumpe — kann diese ihre Funktion nicht
mehr ausfiihren, kommt es zu einem intrazellularen Anstieg von u.a. Natrium. Mit der Aktivierung des
Natrium-Protonen-Austauschers (im Austausch gegen Natrium werden Protonen aus der Zelle
ausgeschleust) soll einem weiteren Abfallen des intrazelluldarem pH-Wertes entgegengewirkt werden.
Dies fuhrt zu einer Akkumulation von Natrium innerhalb der Zelle, wodurch ein weiterer
Transportprozess aktiviert wird. Der Natrium-Calcium-Austauscher transportiert Natrium-lonen im
Austausch gegen Calcium wieder in den Extrazellularraum. Folglich kann es zu einer zytotoxischen
Akkumulation von Calcium innerhalb der Zelle kommen (Song et al. 2014, Suleimann et al. 2008, Van
Emous et al. 1998). Die fortschreitende Dysregulation der Transportprozesse, u.a. auch des Natrium-
Kalium-Chlorid-Co-Transporters, zwischen Intra- und Extrazellularraum bewirkt ein osmotisches
Konzentrationsgefille mit Einstrom von Wasser in die Zelle und nachfolgender Odem-Bildung. Das
Anschwellen der Zelle ist lichtmikroskopisch sichtbar (Dreier et al. 2013, Chen et Sun 2005). Eine
massive intrazellulare Akkumulation von Calcium triggert die Bildung von Nitritoxid, freien
Sauerstoffradikalen, Freisetzung von Proteasen, Lipidperoxidation und DNA-Fragmentierung.
Weiterhin werden Phospholipase A, und Calpain aktiviert (Silveira et Yoshida 2004, Kristian et Siesjo
1997). Die Expression des Faktors HIF 1-alpha ist eine Reaktion der Zellen auf eine Minder-
Durchblutung und reduziertem Sauerstoffangebot. Unter physiologischen Bedingungen wird HIF 1-
alpha im Zytoplasma kontinuierlich exprimiert aber auch iber den Ubiquitinase-Weg rasch wieder
abgebaut. Bei ungeniigendem Sauerstoffangebot fiir die Zelle akkumuliert HIF 1-alpha und wandert in
den Zellkern, wo es mit der HIF 1-beta Untereinheit den Hypoxie-induzierten Faktor 1 bildet (Kunes et
al. 2007, Semenza 2000). Dieser Transkriptionsfaktor aktiviert wiederum die Bildung verschiedener
Faktoren, mit dem Ziel die Sauerstoffversorgung der Zelle zu optimieren. U.a. werden Erythropoetin,
VEGF und Nitritoxid gebildet, um die Vaskularisation des Gewebes und eine Vasodilatation fir eine

bessere Durchblutung zu férdern (Bernaudin et al. 2002).

1.3.3 Reperfusion

In der Phase der Reperfusion erfolgt die Wiederherstellung der physiologischen Durchblutung fiir den
Organismus. Die erneute Versorgung des Gewebes mit ausreichend Sauerstoff, das zuvor ischamisch

geschadigt wurde, flihrt zu einer verstarkten Bildung reaktiver Sauerstoffspezies und intensiviert die



Inflammationsreaktion. Eine Calcium-Uberladung der Zelle und die vermehrte Entstehung von ROS und
reaktiver Stickstoffspezies (RNS) charakterisieren einen Reperfusionsschaden (Sanada et al. 2011,
Prasad et al. 2009, Giirsoy-Ozdemir et al. 2004).

Calcium-abhangige Proteasen verandern die Spezifitat der Xanthin-Dehydrogenase, wodurch Xanthin-
Oxidase entsteht. Diese wiederum katalysiert die Reaktion von Hypoxanthin mit molekularen
Sauerstoff, sodass neben Harnsaure ebenfalls Superoxid-Anion entsteht (Chung et al. 1997, McCord
1987). In einem weiteren Schritt wird Gber eine Spontan-Reaktion oder, katalysiert (iber die Superoxid-
Dismutase, aus Superoxid-Anion Wasserstoffperoxid gebildet. Bei einer massiven Akkumulation kann
das in der Zelle vorhandene Wasserstoffperoxid nicht iber die Glutathion-Peroxidase, bzw. Katalase
abgebaut werden, sondern generiert Gber die Haber-Weiss-Reaktion (katalysiert Gber die Fenton-
Reaktion) weitere reaktive Sauerstoffspezies in Form von HydroxI-Radikalen (Amantea et al. 2009,
Kehrer 2000). ROS koénnen die Permeabilitdit der Mitochondrien-Membran verdndern, indem
mitochondrial permeability transition pores (mPTP) ge6ffnet werden. Dadurch gelangen noch mehr, in
den Mitochondrien gebildete, reaktive Sauerstoffspezies in das Zytoplasma, wo sie wiederum das
Offnen der mPTP weiter vorantreiben (Zakkar et al. 2015). Die massive Bildung von ROS kann dazu
fliihren, dass aus dem physiologisch in Neuronen vorkommenden Nitritoxid und Superoxid-Anion
Peroxynitrit (reaktive Stickstoffspezie) entsteht. In der Folge werden Protein-Reste, wie z.B. Tyrosin im
Zytosol nitrosyliert und es entsteht 3-Nitrotyrosin — ein Marker fiir nitrosativen, bzw. oxidativen Stress
(Yamaguchi et al. 2015, Lu et Gong 2009, Beckmann et Koppenol 1996). Neben der Bildung von 3-
Nitrotyrosin wird in der Zelle durch ROS und RNS ebenso Poly-(ADP)-Ribose-Polymerase 1 aktiviert
(van Wijk et Hagemann 2005). Eine Uberladung der Zelle mit reaktiven Sauerstoff-, bzw.
Stickstoffspezies fiihrt zu Lipid- und Protein-Peroxidation und Schaden an der DNA (Vanlangenakker et
al. 2008). Die geschéadigten Zellen weisen eine erhohte Durchlassigkeit der Mitochondrien-Membran
auf, sodass der Transkriptionsfaktor AIF aus den intermembrandsen Raumen des Mitochondriums in
das Zytosol und anschlieBend in den Zellkern transloziert, wo die DNA-Fragmentierung und
Chromatinkondensation gefordert werden (Lorenzo et al. 1999, Candé et al. 2002). Besonders in
Neuronen spielt der Apoptose-induzierende Faktor (AIF) eine wichtige Rolle fir die Einleitung des
programmierten Zelltodes (Zhu et al. 2007, Norberg et al. 2008, Cao et al. 2007). Durch Schaden an
der DNA im Nukleus werden in der Zelle Reparaturmechanismen in Gang gesetzt — u.a. wird Poly-
(ADP)-Ribose-Polymerase 1 (PAR(P)-1) aktiviert. Eine vermehrte Expression von PAR(P)-1 ist mit einem
sehr hohen Energie-Verbrauch von ATP und NAD"* verbunden. Die negative Energie-Bilanz der Zelle
wird somit weiter verschlechtert und es kann zum nekrotischen Untergang der Zelle kommen
(Sairanen et al. 2009, Virag 2005). Andere Autoren wiederum beschreiben den Untergang der Zelle
infolge einer massiven PAR(P)-1-Aktivierung mit hohem Energieverbrauch als apoptose-dhnlich — als

den sogenannten Parthanatos-Weg (Galluzzi et al. 2012, Wang et al. 2011). Einige Studien diskutieren,
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ob ein Zusammenhang zwischen der nukledren Translokation von AIF und der Aktivitat von PAR(P)-1
existiert (Virag 2005, Yu et al. 2002). Die Studie von Yu et al. aus dem Jahr 2006 fand heraus, dass Poly-
(ADP)-Ribose (PAR) im Zellkern (entstanden bei einer ibermaRigen Aktivitdit von PAR(P)-1) an AIF
bindet und die Freisetzung des Apoptose-induzierenden Faktors aus dem Mitochondrien weiter
vorantreibt. Laut einer Studie von Gerace aus dem Jahr 2014 fiihrt PAR zu einem vermehrten Einstrom
von Calcium durch die Aktivierung unselektiver Kationen-Kanale. Diese Autoren beschreiben
weiterhin, dass in der CA1-Region des Hippocampus die Aktivitat von PAR(P)-1 die Exprimierung von
Calcium-permeablen AMPA-Rezeptoren fordert. NMDA- und AMPA-Rezeptoren wiederum fordern
den Einstrom von Calcium in das Zytosol des Neurons und werden durch den Neurotransmitter
Glutamat aktiviert. Ein Mangel an ATP mit Sistieren der Natrium-Kalium-ATPase fihrt zu einer
vermehrten Aktivierung der Glutamat-Rezeptoren und zu einem toxischen Anstieg der intrazellluldren
Calcium-Konzentration. Dieser Mechanismus wird als Glutamat-induzierte Exzitotoxizitat bezeichnet
(Dong et al. 2009, Kontos 2001, McConkey 1998).

Wie bereits erwdhnt fihren hohe Konzentrationen von Calcium im Zytoplasma u.a. zu einer
vermehrten Durchlassigkeit der Mitochondrien-Membran. Die Freisetzung von AIF und deren Folgen
wurden bereits erldutert. Weiterhin kann es zum Ubertritt von Cytochrom c in das Zytoplasma
kommen — wodurch die caspase-abhangige Apoptose aktiviert werden kann. Inaktive Procaspase 3
wird durch Cytochrom c zu cleaved Caspase 3 aktiviert (Yuan et al. 2003). Aktive, also cleaved Caspase
3, transloziert in den Zellkern und zeigt im weiteren Verlauf der Apoptose eine Akkumulation in diesem
Zellkompartiment (Kamada et al. 2005). Neben Chromatin-Kondensation und DNA-Fragmentierung
wird durch cleaved Caspase 3 u. a. die Bildung von membrands umschlossenen Zellfragmenten
(apoptotic bodies) vorangetrieben (Porter et Janicke 1999). Caspasen sind wichtige Mediatoren des
programmierten Zelltodes, werden Neuronen akut geschadigt (Eldadah et Faden 2000). Zahlreiche
Studien verwenden den Faktor cleaved Caspase 3, um apoptotische Zellen im Gewebe des
Hippocampus nachzuweisen, die auf einen hypoxisch-ischdmischen Schaden zuriickzufiihren sind
(Takada et al. 2015, Ness et al. 2008, Plesnila 2004).

Zusammenfassend kann ein madglicher Reperfusionsschaden zu folgenden Prozessen auf zellularer
Ebene flhren: Ein intrazelluldrer Anstieg der Calcium-Konzentration fordert die Entstehung reaktiver
Sauerstoff- und Stickstoffspezies. Die Zellen werden oxidativen, bzw. nitrosativen Stress ausgesetzt.
Uber zahlreiche biochemische Prozesse kénnen Zellen der Apoptose (caspase-abhingig, caspase-
unabhangig, Parthanatos-Weg) zugefiihrt werden (siehe Anhang 8.1.2, Abb. 2). In Neuronen, welche
Glutamat als Neurotransmitter verwenden, kann es zu einer Glutamat-induzierten Exzitotoxizitat

kommen. ROS fordern weiterhin die Inflammationsreaktion.
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1.4 Herz-Lungen-Maschine und Folgen fiir das Gehirn

Schaden des Gehirns kdnnen direkt nach der chirurgischen Korrektur des kongenitalen Herzfehlers mit
Herz-Lungen-Maschine auftreten oder sich erst in der spateren Kindheit und Jugend, bzw. im
Erwachsenenalter manifestieren (Kirkham 1998). The American College of Cardiology und The
American Heart Association unterscheidet zwischen zwei Formen des Gehirnschadens nach
extrakorporaler Zirkulation. Als Typ 1 gelten schwerwiegende Verletzungen, wie z.B. Hirninfarkt,
transitorische ischamische Attacken oder fatale zerebrale Verletzungen (u.a. Blutungen). Schaden des
Gehirns vom Typ 1 treten seltener auf. Unter dem Typ 2 eines moglichen Gehirn-Schadens nach
extrakorporaler Zirkulation werden postoperative neurokognitive Dysfunktionen zusammengefasst
(Eagle et al. 1999).

Neurologische Auffalligkeiten, welche mittels Elektroenzephalogramm (EEG) detektiert werden
konnen einen Hinweis auf einen akuten Schaden des Gehirns infolge eines kardiochirurgischen
Eingriffes sein. In einer prospektiven Studie (HLM-Zeit 60 Minuten, moderate Hypothermie) wurden
bei 68 Neugeborenen pra- und postoperative EEG-Messungen ausgewertet. Die postoperativ mittels
EEG aufgezeichneten neurologischen Auffalligkeiten traten mit einer niedrigen Inzidenz von 1,5 % auf
(Andropoulos et al. 2010).

In einer retrospektiven Studie wurden die Ergebnisse von 74 Patienten (mittleres Alter 9 Jahre) nach
Korrektur des kongenitalen Herzfehlers (HLM-Zeit ca. 110 Minuten, moderate Hypothermie)
ausgewertet und mit einer Kontrollgruppe verglichen. Perioperative neurologische Auffalligkeiten
traten mit einer Inzidenz von 6,8 % auf, wobei die meisten Verdnderungen bereits praoperativ
diagnostiziert wurden. Zusatzlich wurden in dieser Studie unterschiedliche Tests zur Einschatzung der
Intelligenz und zur Erfassung der motorischen Leistungsfahigkeit durchgefiihrt. Im Vergleich zur
gesunden Kontrollgruppe erzielten die Kinder mit korrigiertem Herzfehler niedrigere Punktwerte. Alle
Ergebnisse blieben jedoch im angegebenen Normalbereich. Die Autoren kamen zu dem Schluss, dass
neurologische Dysfunktionen mit einem Prozentsatz von 20 % in dieser Studie auftraten (Karl et al.
2004).

Bellinger und Mitarbeiter untersuchten in einer prospektiven Studie ca. 160 Patienten (mittleres Alter
8 Jahre) nach Korrektur eines kongenitalen Herzfehlers. Es wurden standardisierte Tests zur Ermittlung
der Intelligenz, Lernfahigkeit, Problem-L6sung, visuell-raumlichen wund visuell-motorischen
Fahigkeiten, der Feinmotorik und der Aufmerksamkeit, sowie neurologische Untersuchungen
durchgefihrt. Neurologische Veranderungen traten mit einem Prozentsatz von 64 % auf und waren
mit einer Einschrankung der neurokognitiven oder motorischen Fahigkeiten verbunden (Bellinger et

al. 2003). Die gleiche Arbeitsgruppe untersuchte 139 dieser Patienten 8 Jahre spater erneut (mittleres
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Alter 16 Jahre). Die Ergebnisse der standardisierten Tests blieben erneut unter den erwarteten Werten
(Bellinger et al. 2011).

In einer prospektiven Studie von Sananes et al. (2012) wurden 106 Patienten jeweils im Alter von 8, 12
und 24 Monaten untersucht. Die Ergebnisse zeigten ebenfalls Einschrankungen der Grob-und
Feinmotorik, der kognitiven und Sprach-Entwicklung nach erfolgtem kardiochirurgischen Eingriff.
Langzeitmorbiditdten nach Korrektur angeborener Herzfehler, wie subtile Verzégerungen/ Stérungen
der neurologischen und kognitiven Entwicklung werden in der Literatur mit einer Inzidenz von
20 - 64 % angegeben (Karl et al. 2004, Bellinger et al. 2003). Diese Langzeitfolgen kénnen
charakterisiert sein, durch: Stérungen der Fein-und Grobmotorik, der visuell-motorischen integrativen
Funktion, einem reduzierten Erinnerungsvermogen und durch Aufmerksamkeitsdefizite. Daraus folgen
u.U. verminderte schulische Leistungen und ein geringeres Selbstbewusstsein. Trotz Hinweisen fir
verzogerte Lernfahigkeiten, Konzentrationsschwache und Hyperaktivitat gibt es keine Differenzen
beziiglich des Intelligenz-Quotienten zwischen den Patienten und gesunden Kindern (Calderon et al.
2010, Nieminen 2003).

Die Entstehung von neurologischen und kognitiven Stérungen ist multifaktoriell, d.h. sowohl pra-,
intra-, als auch postoperative Faktoren haben Einfluss, wobei der chirurgische Eingriff an sich die
Hauptursache darstellt (Ballweg 2007, Hsia et Gruber 2006). Zu den prdoperativen Faktoren zahlen
u.a. eine genetische Pradisposition (Polymorphismus des Apolipoprotein E (Gaynor et al. 2003)),
genetische Syndrome (u.a. Trisomie 21, DiGeorge-Syndrom oder 22qllL-Deletion (Williams et
Ramamoorthy 2007)) und pranatale Faktoren (verdnderter zerebraler GefdBwiderstand in uteri bei
bestehenden kongenitalen Herzfehler (Kaltmann et al. 2005)). Kongenitale Herzfehler, welche zu einer
Zyanose des Patienten fiihren, kénnen das Risiko fiir neurologische Dysfunktionen steigern (Wright et
al. 1994).

Postoperativ kénnen Symptome, wie z.B. das low-cardiac-output-Syndrom die Perfusion des Gehirns
erheblich beeintrachtigen (Ungerleider et al. 2004). Postoperative Hypoxie und Hypotension, sowie
verlangerte Operations-Zeiten konnen Ursachen fir eine periventrikuldre Leukomalazie (Nekrose der
weillen Substanz) sein, wodurch Aufmerksamkeitsdefizite und eine verzégerte Entwicklung entstehen
konnen (Galli 2004). Weiterhin beeinflussen die Komplexitat des angeborenen Herzfehlers an sich, der
Schwierigkeitsgrad des chirurgischen Eingriffes, postoperative Komplikationen und ein langerer

Krankenausaufenthalt eine verzégerte neurologische Entwicklung (Sananes et al. 2012).
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1.5 Neuroprotektive Strategien

Die alteste und effektive Methode zum Schutz der Neuronen ist die Durchfiihrung einer Hypothermie.
Mit Absinken der Korpertemperatur wird die Metabolismus-Rate gesenkt und somit auch der
Sauerstoffbedarf des Gewebes, sowie die Ischamie-Toleranz im Gewebe erhoht. Zerebrale Schaden
kénnen mit Anwendung einer moderaten Hypothermie (25-32 °C) wahrend des kardio-pulmonalen
Bypasses reduziert, aber nicht verhindert werden (Nelson et al. 2008, Bottger 2005). Wird die
Temperatur um 10 °C reduziert, vermindert sich die zerebrale Sauerstoffumsatzrate (CMRO;) um den
Faktor 2,2 bis 2,4. Das bedeutet, dass die Ischamietoleranz des Gehirns bei 27 °C auf ca. 10 Minuten
ansteigt (bei 37 °C betragt die Ischdmietoleranz ca. 5 Minuten) (Tzanova et Kerz 2012).

Empfehlungen beziglich des Sdure-Basen-Managements sind sehr variabel. Es existieren 2 Methoden
fur die Einstellung und Uberwachung des pH-Wertes — die alpha-stat-Methode (konstant pH von 7,4
gemessen bei 37 °C) und die pH-stat-Methode (pH von 7,4 auch bei jeder Temperatur). In einer
prospektiven, randomisierten Studie (182 padiatrische Patienten, HLM mit tiefer Hypothermie)
wurden beide Varianten miteinander verglichen. Bei Anwendung der pH-stat-Methode traten weniger
postoperative Morbiditaten auf und die Dauer des Krankenhausaufenthalts verkiirzte sich (du Plessis
et al. 1997). Bei Anwendung der pH-stat-Methode muss dem Organismus intraoperativ konstant
Kohlenstoffdioxid zugefiihrt werden. Hingegen folgt die alpha-stat-Methode der natirlichen
Verschiebung der Sauerstoffdissoziationskurve und bewahrt den intrazelluldren pH-Wert (Griffin
2005). In einer prospektiven, randomisierten Langzeit-Studie von Bellinger et al. (2001) konnte kein
Einfluss auf die psychomotorische Entwicklung der Patienten durch eine der beiden Methoden
festgestellt werden. Nelson und Mitarbeiter (2008) empfahlen neben einem pH-stat-Management,
einen Pumpenfluss von 150 ml/kg/min, Hamatokrit-Werte zwischen 30-35 % und ein zerebrales
intraoperatives Monitoring mittels Nahinfrarotspektroskopie (near infrared spectroscopy - NIRS) und
transkranieller Doppler-Sonographie (TCD) fiir die Uberwachung der zerebralen Sauerstoffsittigung
und zerbralen Blutflussgeschwindigkeit in der Kinderherzchirurgie. Halstead und Mitarbeiter (2005)
kamen in ihrer experimentellen Studie am Schweinemodell (HLM-Zeit 90 Minuten, moderate
Hypothermie) zu dem Ergebnis, das mit einem alpha-stat-Management der zerebrale Blutfluss sinkt,
jedoch die zerebrale Autoregulation erhalten bleibt.

In einer experimentellen Studie (Ferkelmodell) von Salameh et al. (2015a) konnten neuroprotektive
Eigenschaften der Substanz Epigallo-Catechin-3-Gallat (EGCG) wahrend eines kardiochirurgischen
Eingriffes mit Herz-Lungen-Maschien nachgewiesen werden. Immunhistochemische Untersuchungen
des Hippocampus zeigten, dass Marker flir Apoptose (cleaved Caspase 3, Poly-(ADP)-Ribose) und
nitrosativen Stress (3-Nitrotyrosin) gegeniber der Kontrollgruppe signifikant reduziert waren. EGCG

ist ein Bestandteil des griinen Tees und fungiert als Radikalfanger (Twal et al. 2013).

14



Eine weitere experimentelle Studie (Ferkelmodell) von Wang et al. (2013) untersuchte die anti-
inflammatorische Wirkung von Ulinastatin wahrend des Einsatzes einer Herz-Lungen-Maschine.
Faktoren der Inflammationsreaktion (IL-10, TNF-alpha), sowie Zellschdden im Gehirn (u.a. Apoptose
und Pyknose der Neuronen im Hippocampus) konnten durch die Gabe des Glykoproteins Ulinastatin
in deren Studie reduziert werden.

Neuroprotektive Effekte von volativen und intravenésen Andasthetika sind ebenfalls Bestandteil
zahlreicher experimenteller Untersuchungen. Allerdings sind die Ergebnisse hinsichtlich einer
Neuroprotektion sehr variabel und treten nicht kontinuierlich auf (Bilotta et al. 2014, Kitano et al.
2007). Eine experimentelle Studie (Ferkelmodell) von Loepke et al. (2002) untersuchte die Wirkung
von Fentanyl-Droperidol, Desfluran 4,5 % und Desfluran 9 % wahrend einer extrakorporalen
Zirkulation. Mit Anwendung von Desfluran 9 % kam es zu weniger histologisch sichtbaren Nekrosen im
Gewebe des Hippocampus und Neokortex.

Ein nahe liegender Ansatz, den zerebralen Blutfluss und die zerebrale Sauerstoffsattigung positiv zu
beeinflussen, ist die Verdnderung des durch die Pumpe der Herz-Lungen-Maschine generierten
kiinstlichen Blutflusses. Durch den natiirlichen Herzschlag entsteht im Organismus ein pulsatiles
Flussmuster. Ziel ist es, diese physiologische Perfusion so weit wie moglich durch Anwendung einer
pulsatilen Blutfluss-Methode wahrend der extrakorporalen Zirkulation zu simulieren (siehe 1.5.1).

Ein weiterer, pharmakologischer Ansatz zum Schutz der Neuronen besteht in der perioperativen Gabe

von Tetrazyklin-Derivaten wahrend der extrakorporalen Zirkulation (siehe 1.5.2).

1.5.1 Pulsatile Perfusion

Mit Beginn der klinischen Anwendung der Herz-Lungen-Maschine wurden zeitgleich bestandig neue
Studien zur Frage, ob ein pulsatiler Blutfluss Vorteile fiir den Patienten ermdglicht, entwickelt und
veroffentlicht. In der Klinik kommen seit Beginn der extrakorporalen Zirkulation hauptsachlich
Rollerpumpen zum Einsatz, durch welche ein laminares Flussprofil generiert wird (siehe 1.2). Die
Arbeitsgruppe um Taylor (1979) untersuchte 24 Patienten beziiglich Anderungen des peripheren
GefalRwiderstandes und der Expression von Angiotensin Il bei Anwendung einer pulsatilen, bzw. nicht-
pulsatilen Perfusion. Bei einem laminaren Flussprofil der Blutpumpe kam es zum Anstieg des
peripheren Gefallwiderstandes und es wurden erhéhte Werte fiir Angiotensin Il im Plasma gemessen.
Die Expression von Angiotensin Il war wahrend einer pulsatilen Perfusion demgegeniber reduziert.
Dies fuhrt zu einer verminderten Vasokonstriktion und kdnnte dadurch die Perfusion bestimmter

Gewebe wahrend des kardiochirurgischen Eingriffes steigern (Taylor et al. 1979).
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Wird in der Klinik eine pulsatile Perfusion wahrend der extrakorporalen Zirkulation bevorzugt, so
kommt am haufigsten eine modifizierte Rollerpumpe zum Einsatz. Durch einen zuséatzlich eingebauten
Motor mit hohem Drehmoment kdnnen mittels einer elektronischen Kontrolle intermittierende
Beschleunigungen der Pumpenumdrehungszahl entstehen. Dadurch kénnen folgende Parameter
bestimmt und verdndert werden: Pulsvolumen (,Pulsdauer”), Pulswiederholungsrate (,Frequenz”)
und Rotorbeschleunigungsrate (,,Geschwindigkeit”) (Taylor et al. 1982).

Ein pulsatiler Fluss ist abhdngig vom Energiegradienten und weniger vom Druckgradienten. Shepard
und Mitarbeiter entwickelten bereits 1966 den Begriff energy equivalent pressure (EEP), um eine
pulsatile Perfusion zu charakerisieren. Abhdngig von der Zeit variieren Fluss und Druck bei einem
pulsatilen Modus. Diese zusatzlich entstehende Energie wird als surplus hemodynamic energy (SHE)
bezeichnet. Es wurde die Hypothese aufgestellt, dass hohe SHE-Werte zu einer verbesserten
Mikrozirkulation fihren (Undar et al. 2011, Ji et Undar 2006). Hohere SHE-Werte, wie sie mit einer
pulsatilen Perfusion erreicht werden, beeinflussen die Mikrozirkulation. Dadurch soll die
Inflammationsreaktion vermindert und der Schutz einzelner Organe geférdert werden (O’Neil 2012).
In einer experimentellen Studie (Schweinemodell) von Undar et al. (2000a) konnte mittels
Nahinfrarotspektroskopie (near infrared spectroscopy - NIRS) keine Reduzierung der zerebralen
Sauerstoffsattigung durch Anwendung eines pulsatilen Blutflusses beobachtet werden. Eine klinische
Studie von Su und Mitarbeitern (2011) an 111 Patienten bestatigt, dass durch eine pulsatile Perfusion
die zerebrale Sauerstoffsattigung weniger stark reduziert wird, als mit einem nicht-pulsatilem
Blutfluss. Wang und Mitarbeiter (2010) untersuchten mittels transkranieller Doppler-Sonographie
(TCD) 30 Patienten und gelangten zu folgenden Ergebnissen: Bei einem pulsatilen Blutfluss steigt der
zerebrale Blutfluss und der zerebrale GefaBwiderstand sinkt ab. Die Studie an 40 Patienten von Zhao
et al. (2011) bestatigt, dass die zerebrale Sauerstoffsattigung durch eine Pulsatilitat nicht negativ
beeintrachtigt wird. Weiterhin kam es zu einer geringeren Freisetzung von Endothelin-1 im Vergleich
zu einem nicht-pulsatilem Blutfluss. Endothelin-1 wirkt vasokonstriktorisch und beeintrachtigt die
Mikrozirkulation negativ. Eine pulsatile Perfusion fliihrt demnach zu einer verbesserten regionalen
Durchblutung. Die Autoren beobachteten jedoch auch erhéhte Werte fiir freies Himoglobin im Plasma
bei einer pulsatilen Perfusion, was auf eine Schadigung der Erythrozyten hinweist. Erhohte Werte des
freien Hamoglobins im Plasma und ein erhéhtes Risiko fur eine Hamolyse bei Durchfiihrung eines
pulsatilen Blutflusses wurden auch von Goto et al. (1993) in einer klinischen Studie an 32 Patienten
beobachtet. Unabhangig der verwendeten Blutpumpe kann es durch die Pulsatilitdit zu einer
verstarkten Bildung von gasformigen Mikrobldschen auf der post-Pumpenseite kommen (Wang et al.

2008).
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1.5.2 Minozyklin

Das Tetrazyklin-Derivat Minozyklin wurde erstmals 1967 isoliert. Minozyklin ist ein semi-synthetisches
Tetrazyklin der 2. Generation und wird seit vielen Jahren als Breitspektrum-Antibiotikum gegen gram-
positive und gram-negative Bakterien eingesetzt. Es wirkt vorzugsweise bakteriostatisch, kann aber in
hoheren Dosen ebenso bakterizide Wirkungen entfalten (Plane et al. 2010, Allen et al. 1976). In der
Padiatrie findet die Substanz Anwendung bei der Behandlung von Acne vulgaris (Mohammad et Ruiz
2013, Garner et al. 2012, Freeman 1989). Es wird keine Langzeit-Applikation empfohlen, sondern ein
maximales Therapie-Intervall von 3 Wochen, aufgrund der bekannten Nebenwirkungen (Cascio et al.
2004). Minozyklin bindet an Calcium und kann die Knochen- und Zahnentwicklung beeinflussen und zu
brdunlichen Pigmentbildungen fiuhren (Kerblesky et al. 2013, Cale et al. 1988, Poliak et al. 1985).
Weitere Nebenwirkungen kénnen in Form von Schwindel, Ubelkeit und Erbrechen auftreten, die
jedoch nach Absetzen des Medikaments reversibel sind (Garrido-Mesa et al. 2013). Die Substanz
Minozyklin ist lipophil und passiert ohne Schwierigkeiten die Blut-Hirn-Schranke (Plane et al. 2010).
Seit einigen Jahren treten die anti-inflammatorischen, anti-apoptotischen und anti-oxidativen
Eigenschaften von Minozyklin mehr und mehr in den Vordergrund der Forschung. Zahlreiche
tierexperimentelle Studien zeigen einen neuroprotektiven Effekt des Medikaments, besonders nach
einem vorangegangenen hypoxisch-ischdmischen Hirnschaden (Kim et Su 2009, Carty et al. 2008).
Anti-inflammatorische Wirkungen von Minozyklin sind folgende: Inhibition der Mikroglia-Aktivierung,
reduzierte Freisetzung von Zytokinen (IL-6 und TNF-alpha), reduzierte Expression von Chemokinen im
zentralen Nervensystem, reduzierte Freisetzung von Lipiden und Matrix-Metalloproteinasen (Kim et
Su 2009, Stirling et al. 2005).

Die anti-apoptotischen Eigenschaften sind zum einen auf einen verminderten Calcium-Einstrom in die
Mitochondrien der Neuronen zurlickzuflihren. Durch Stabilisierung der Mitochondrien-Membran
gelangen keine pro-apoptotischen Substanzen (z. B. Cytochrom c) in das Zytosol und fihren zu keiner
Aktivierung der Caspase-Kaskade (Antonenko et al. 2010, Garcia-Martinez et al. 2010, Kim et al. 2009).
Hingegen werden anti-apoptotische Faktoren, wie z. B. Bcl-2 aktiviert (Matsukawa et al. 2009).
Weiterhin wird Poly-(ADP)-Ribose-Polymerase 1 durch Minozyklin in seiner Aktivitat inhibiert (Alano
et al. 2006). Guimaraes und Mitarbeiter (2010) vermuten zusatzlich, dass Minozyklin die Glutamat-
induzierte Exzitotoxizitat in Neuronen mindert.

Die Produktion von freien Sauerstoffradikalen wird durch Minozyklin reduziert, aufgrund der
inhibitorischen Wirkung auf Cyclooxygenase 2, die induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase und der

NADPH-Oxidase (Choi et al. 2005, Ryu et al. 2004).
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1.6 Hippocampus

Als wichtiger Bestandteil des limbischen Systems befindet sich die Hippocampus-Formation jeweils im
rechten und linken Lobus temporalis. Der Hippocampus ist neben dem Cerebellum eine der
sensitivsten Gehirnstrukturen gegeniiber ischamischen und/ oder hypoxischen Reizen. Wird diese
Struktur geschadigt, konnen dadurch Defizite im Erinnerungsvermogen resultieren, was sowohl
klinische Studien (Cooper et al. 2011) als auch Studien am Tiermodell nachweisen konnten (Sheng et
al. 2015, Bothe et al. 1986). Als Bestandteil des Papez’schen Neuronenkreises spielt die Funktion des
Hippocampus eine entscheidende Rolle bei der Uberfiihrung bestimmter Lerninhalte vom Kurzzeit- in
das Langzeitgedachtnis (Zeidman et al. 2015, Trepel 2004). Werden Anteile des Hippocampus im
Rahmen einer extrakorporalen Zirkulation geschadigt, kommt es zu Defiziten in der Funktion des
Langzeitgedachtnisses und zu einem reduzierten Erinnerungsvermogen, wobei niedrige
Perfusionsraten einen Ischdmie-Schaden verstarken (Ishibashi et al. 2010). Eine experimentelle Studie
(Schweinemodell) von Toth et al. (2006) bestétigt die Schadigung bestimmter Neuronen-Populationen
im Hippocampus, sowie im prafrontalen Kortex und im Kortex des Cerebellums durch die Anwendung
einer Herz-Lungen-Maschine.

Mehrere Autoren konnten in ihren Studien berichten, dass die Neurone des Hippocampus eine
selektive Vulnerabilitdit gegenilber einem hypoxischen Geschehen besitzen. Entsprechend der
histologischen Untergliederung in Cornu ammonis mit 4 Arealen (CA1 — CA4), dem Gyrus dentatus und
des Subiculums werden deren Neurone hinsichtlich ihrer differenten Vulnerabilitdt gegentber einer
Hypoxie in zahlreichen Studien untersucht. Als besonders sensitiv gegeniber einer Hypoxie, bzw.
Ischdmie gelten die Pyramidenzellen des CAl-Areals (Gerace et al. 2014, Rininger et al. 2012). In
mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass die Neurone des CA3-Areals durch eine Ischamie
weniger stark geschadigt werden (Zhang et al. 2011, Stanika et al. 2010). Einige Autoren hingegen
bewiesen in ihren Studien jedoch auch eine Vulnerabilitdt anderer Regionen des Cornu ammonis, u. a.
des CA3-Areals (Hatanpaa et al. 2014, Jung et al. 2012, Yu et al. 2012).

Die Ursachen fir die unterschiedlichen Schadigungsmuster im Hippocampus konnten bislang noch
nicht vollstandig geklart werden. Die Funktion des Glutamats als Neurotransmitter, die Auspragung
bestimmter Calcium-permeabler Rezeptoren, sowie das Vorhandensein des Kalium-Chlorid-Co-
Transporters scheinen hierbei u. a. eine Rolle zu spielen (Gerace et al. 2014, Papp et al. 2008, Gee et
al. 2006).

Der histologische Aufbau des Cornu ammonis (CA1 — CA4, Terminologie nach Lorente de NO) erfolgt in
3 Schichten: von auflen nach innen wird zwischen einem Stratum oriens, Stratum pyramidale und
einem Stratum moleculare differenziert (siehe Abb. 3). Die Pyramidenzellen sind exzitatorische

Projektionsneurone (Glutamat fungiert als Neurotransmitter) und sind in den verschiedenen CA-
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Arealen unterschiedlich stark ausgepragt. Wahrend sich im Stratum pyramidale der CA1l-Region
Uberwiegend kleine, dicht gelagerte Pyramidenzellen befinden, sind es in der CA2- und CA3-Region
groRe Pyramidenzellen. Beginnend im CA3-Areal lockert sich der Zellverband des Stratum pyramidale
bis zum CA4-Areal immer weiter auf. Dadurch kann mikroskopisch eine deutliche Abgrenzung zwischen
der CA1-Region und der CA3-Region erfolgen (Schmidt-Kastner et Freund 1991, Stephan et Manolescu
1980). Der Hippocampus besitzt eine trisynaptische Verschaltungskette: Entorhinale Afferenzen
erreichen (1) die Kérnerzellen des Gyrus dentatus. Diese leiten das Signal tiber die Moosfasern zu (2)
den Pyramidenzellen des CA3-Areals, welche wiederum Schaffer-Kollaterale zu (3) den
Pyramidenzellen der CAl-Region entsenden (Amaral et Witter 1989). Efferenzen werden Uber
Axonkollaterale einerseits in den entorhinalen Kortex, andererseits liber das Subiculum oder Gber die

Fimbria und den Fornix zum Corpus mamillare geleitet (Trepel 2004).

Stratum moleculare
Stratum pyramidale

Stratum oriens

Gyr dent - Gyrus dentatus
Sub - Subiculum

Abbildung 3: mikroskopischer Frontalschnitt des Cornu ammonis, Hippocampus
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2 Aufgabenstellung

Mit dieser Arbeit werden die Auswirkungen eines kardiochirurgischen Eingriffes mit Herz-Lungen-
Maschine auf den Organismus ndher betrachtet. Es handelt sich um eine experimentelle Studie am
Ferkelmodell. Untersucht wurde die Struktur des Hippocampus als Bestandteil des limbischen Systems.
Ziel ist es, nachzuweisen ob es zu hypoxischen oder apoptotischen Verdnderungen innerhalb der
Neurone infolge der extrakorporalen Zirkulation kommt. Weiterhin wurden zwei Modifikationen
wahrend des kardiochirurgischen Eingriffes angewandt um zu evaluieren, ob es dadurch zu einer

positiven Beeinflussung der Neurone im Hippocampus kommen kann:

- die Perfusionstechnik der extrakorporalen Zirkulation: nicht-pulsatiler Blutfluss versus
pulsatiler Blutfluss
- intraoperative Gabe des Medikaments Minozyklin wahrend der nicht-pulsatilen
extrakorporalen Zirkulation
Fir die experimentellen Untersuchungen wurden Ferkel mit einem Alter von 3 bis 5% Wochen
verwendet und in 5 Versuchsgruppen unterteilt. Nach Beendigung des kardiochirurgischen Eingriffes
wurde das Gewebe des Hippocampus mit verschiedenen immunhistochemischen und histologischen

Farbemethoden untersucht und mit dem Mikroskop ausgewertet.

Die Ergebnisse dieser Studie sollen zum weiteren Verstandnis moglicher Veranderungen auf zellularer
Ebene im Hippocampus infolge eines kardiochirurgischen Eingriffes beitragen. Ein weiteres Ziel ist es,
gegebenenfalls einen moglichen Ansatz aufzuzeigen, wie Schaden auf zellularer Ebene im

Hippocampus in diesem experimentellen Tierversuch vermindert werden konnten.
Im Rahmen der Diskussion sollen folgende Fragestellungen beantwortet werden:

1. Inwieweit ist das verwendete Tiermodell und der Versuchsaufbau fiir die Beantwortung der
Fragen 2 und 3 geeignet?

2. Werden durch die Anwendung der Herz-Lungen-Maschine mit nicht-pulsatilen Blutfluss
Schaden im Gewebe des Hippocampus verursacht?

3. Kann ein pulsatiler Blutfluss, bzw. die Gabe des Medikaments Minozyklin wahrend der

extrakorporalen Zirkulation mégliche Schaden im Hippocampus abmildern?
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3 Tiere, Material und Methoden

3.1 Versuchstiere

Bei den Versuchstieren handelte es sich sowohl um mannliche, als auch weibliche Ferkel im Alter von
3 bis 5 % Wochen mit einem Gewicht von 8 kg bis 15 kg und einer GroéfSe von 65 cm bis 83 cm. Alle
Ferkel stammten von dem Lehr- und Versuchsgut Oberholz der Veterindrmedizinischen Fakultat der
Universitat Leipzig und gehorten der Rasse ,, Angler-Sattelschwein” an.

Die Versuchsdurchfiihrungen waren unter der Nummer W05/12 und W05/11 anzeigepflichtig und

wurden vom Regierungsprasidium Leipzig, Referat 24, BraustrafSe 2 in 04013 Leipzig genehmigt.

3.2 Versuch Teil 1: Operation

3.2.1 Gruppeneinteilung und Versuchsaufbau

Es wurden 5 Versuchsgruppen aus den insgesamt 37 Versuchstieren gebildet: eine Kontrollgruppe
(n = 6 Versuchstiere), eine Kontrollgruppe mit Gabe von Minozyklin (n = 8 Versuchstiere), eine HLM-
Gruppe mit pulsatilen Blutfluss (n = 9 Versuchstiere) und eine HLM-Gruppe mit nicht-pulsatilen
Blutfluss und der Gabe von Minozyklin (n = 6 Versuchstiere), sowie eine HLM-Gruppe mit nicht-
pulsatilen Blutfluss (n = 8 Versuchstiere).

Der grundlegende Aufbau der Versuche gestaltete sich wie folgt:

Die Ferkel wurden im Stall fiir den Transport in den Tier-OP sediert. Nach erfolgreicher Anasthesie
und Intubation wurden alle Ferkel im Operationssaal thorakotomiert und das Herz mit den
umliegenden anatomischen Strukturen, wie V. cava inferior et superior, Truncus pulmonalis und
Aortenwurzel, freigelegt. Die durchschnittlich hierfiir bendtigte Zeitdauer lag bei ca. 30 Minuten und
entspricht der Vorbereitungszeit. Den Versuchstieren aus den Gruppen , Kontrolle mit Minozyklin“ und
»HLM nicht-pulsatil mit Minozyklin“ verabreichte man in dieser Zeit zusatzlich die erste Dosis des
Medikamentes Minozyklin.

Die beiden Gruppen ,Kontrolle” und , Kontrolle mit Minozyklin“ wurden Uber den Zeitraum, in dem
bei den anderen Gruppen der Anschluss an die HLM stattfand, bei er6ffneten aber abgedeckten
Brustsitus ausschlieRlich Gberwacht.

Bei den Gruppen ,,HLM pulsatil“, ,HLM nicht-pulsatil“ und ,,HLM nicht-pulsatil mit Minozyklin“ wurde
in einem weiteren Schritt das Herz kaniliert, um einen Zugang fir die Kardioplegie-Losung

herzustellen. AuRerdem wurden die Schlauche der HLM an den jeweiligen GefalRen positioniert.
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Mit Beginn der HLM wurde der Koérper der Versuchstiere bis auf 28 °C heruntergekihlt. Auf 60 Minuten
HLM-Zeit folgten 30 Minuten HLM-Zeit mit Wiedererwarmung auf die normale Kérpertemperatur
(37 °C). Dieser Zeitraum entsprach der Ischamiezeit, d.h. es kdnnte unter Umstanden aufgrund der
Minderperfusion zu einer Hypoxie mit anschlieRenden Organ- und Gewebsschaden gekommen sein.
Mit Beginn der Reperfusionszeit sollte die Herz-Lungen-Maschine auf den Kreislauf des Ferkels
lediglich unterstlitzend einwirken. Innerhalb dieser 30 Minuten injizierte man den Gruppen , Kontrolle
mit Minozyklin“ und ,HLM nicht-pulsatil mit Minozyklin® die zweite Dosis des Medikaments
Minozyklin. In der anschlieBenden Rekonvaleszenzzeit (90 Minuten) konnten sich etwaige ischamische

Gewebs- und Organschaden entweder regenerieren oder manifestieren (siehe Tab. 2).

Tabelle 2 Versuchsablauf

Zeitpunkt 0-30 Minuten 30-120 Minuten | 120-150 Minuten | 150-240 Minuten
Vorbereitungszeit HLM-Zeit Reperfusionszeit | Rekonvaleszenz-
zeit
Dauer 30 Minuten 90 Minuten 30 Minuten 90 Minuten
Kontrollgruppe
Kontrollgruppe Minozyklin: Minozyklin:
mit Minozyklin 4 mg/ kg KM 2 mg/ kg KM
HLM pulsatil pulsatiler Fluss
HLM nicht-pulsatil nicht-pulsatiler
Fluss
HLM nicht-pulsatil Minozyklin: nicht-pulsatiler Minozyklin:
mit Minozyklin 4 mg/ kg KM Fluss 2 mg/ kg KM
Proben Zeitpunkt O: Zeitpunkt 240:
- art. Blut - art. Blut
- BGA (vends und - BGA (venos und
arteriell) arteriell)

Zum Ende der Versuchsdurchfiihrung wurde die Narkose durch kontinuierliche Erh6hung der Isofluran-
und Opiat-Gabe vertieft. Die Ferkel wurden durch Entblutung und Organentnahme euthanasiert. Fir
die Entnahme des Gehirns wurde sofort nach Ende des Versuches mit einem Skalpell ein ca. 6 x 6 cm
langer Haut-Schnitt am Kopf des Ferkels vorgenommen. Nach dem Entfernen der bedeckenden
Weichgewebe wurde die Schadelkalotte mit einer oszillierenden elektrisch-chirurgischen Sage eréffnet
und das Gehirn mit einem stumpfen Prdparierinstrument vorsichtig gelost. Nach Darstellung der
Hippocampusformation entnahm man diesen vollstandig und lagerte das Gewebe in 4 % gepuffertes
Formalin nach Lillie (siehe 3.3.1).

Der korperliche Zustand der Versuchstiere wurde wahrend der Operation von einer Tierarztin

Uberwacht. Den chirurgischen Eingriff fiihrte ein Herzchirurg durch. Bei den Versuchen mit Herz-
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Lungen-Maschine wurde zusatzlich ein Kardiotechniker bendétigt. Das verwendete Zubehdr und die

verabreichten Medikamente fiir die Operationen sind im Anhang, 8.2.1 Tab. 3 und 4 aufgelistet.

3.2.2 Anasthesie

Die Pramedikation erfolgte im Stall, nachdem man das Ferkel vom Muttertier trennte. Mittels
intramuskuldrer Gabe von Midazolam wurde eine erste Sedierung mit anxiolytischer Wirkung
vorgenommen. Zusatzlich wurden, ebenfalls intramuskuldr, Atropin als Parasympatholytikum und
Ketamin als analgetisch wirksames Hypnotikum eingesetzt. Die Dosierungen der einzelnen
Medikamente richteten sich nach dem zuvor ermittelten Kérpergewicht des Tieres (siehe Anhang,
8.2.1 Tab. 4). Nach ca. 10 Minuten war das Versuchstier ausreichend sediert und wurde in diesem
Zustand in die Klinik und den OP-Raum gebracht. Somit sollte der psychische und physische Stress
aufgrund der veranderten Umgebung fiir das Tier weitesgehend minimiert werden.

Nach Ankunft im Operationssaal wurde als erstes eine Ohrflexile in die V. auricularis gelegt, um
weitere Medikamente fiir eine tiefer gehende Sedierung vor der Narkose-Einleitung verabreichen zu
konnen. Auf diesem Wege erfolgte bei Bedarf eine Nachdosierung von Ketamin.

Die orale Intubation wurde in Bauchlage auf dem OP-Tisch durchgefiihrt, sobald das Versuchstier
ausreichend sediert und ruhig gestellt war. Nach sofortiger Kontrolle der korrekten Tubuslage,
Einstellen der Beatmungsparameter (siehe Tab. 5) und Sicherung der kiinstlichen Beatmung lagerte
man das Versuchstier in Riickenlage um.

Zu Beginn der Beatmung erfolgte ein Anfluten mit 100 Vol-% Sauerstoff. Zugleich wurde dem
Organismus 2,5-4 Vol-% lIsofluran zugefiihrt. Die Dosis wurde solang beibehalten, bis man einen
exspiratorischen Wert von 1,5 Vol-% Isofluran messen konnte. Nach erfolgreicher Ansattigung wurde
die Gabe auf 1,5 Vol-% lIsofluran herabgesenkt und kontinuierlich bis zum Anschluss an die HLM
beibehalten. Um eine ausreichende Analgesie zu gewahrleisten, verabreichte man das Opiat
Sufentanil.

Bevor der Blutkreislauf des Versuchstieres an die HLM angeschlossen wurde, entsprach die
durchgefiihrte Narkose einer Inhalationsanasthesie mit Isofluran in einem Sauerstoff-Luftgemisch.

Da wahrend der HLM der Blutfluss und der Gasaustausch tber eben diese geregelt werden, war eine
Umstellung auf eine Injektionsanasthesie erforderlich. Wird also die HLM an den Kérperkreislauf des

Ferkels angeschlossen, spricht man von einer total intravendsen Anasthesie (TIVA) mit Propofol.
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Regelmalig kontrolliert wurden wahrend der Operation der positive endexspiratorische Druck (PEEP),
das Atemminutenvolumen (AMV = Vt x Atemfrequenz), das Atemzugvolumen (Tidalvolumen Vt) und
die Atemfrequenz.

Der positive endexspiratorische Druck (PEEP) beschreibt das Volumen, welches nach Ausatmung in
der Lunge verbleibt. Nach 90 mintiger HLM-Zeit wurde der Wert kurzzeitig auf 10 mbar eingestellt,
um ein Kollabieren der Lunge sicher zu vermeiden. Nach Umstellen der total intravendsen Andsthesie
mit Propofol auf eine Inhalationsanasthesie mit Isofluran senkte man den Wert anschliefend wieder

auf 1 mbar herab.

Tabelle 5 Beatmungsparameter

Beatmungsparameter Einstellung
Ventilation IPPV (intermittent positive pressure ventilation)
T; (time inspiratory): T. (time expiratory) 1:1,5
Tidalvolumen Vt 10 ml/kg KM
PEEP 1 mbar
Pmax 25 mbar
Atemfrequenz 20-30/min
0, 0,8 I/min
Luft 1,5 1/min
Isofluran 1,5 Vol-%

3.2.3 Operation

3.2.3.1 Vorbereitungszeit

Zu Beginn des chirurgischen Eingriffes wurde ein zentralvendser Zugang mit Katheter (ZVK) tiber die V.
jugularis hergestellt. Er ermdoglichte eine intravenése Medikation und wurde fiir die ZVD-Messung
benotigt. Die mit der Messsonde ermittelten Werte des zentralvendsen Druckes (ZVD) sollten zwischen
8-12 mmHg liegen. Zusatzlich befand sich an diesem drei-lumigen Zugang die Temperatursonde fir die
Kalibrierung der PiCCo-Messung.

Ein arterieller Zugang erfolgte liber die A. femoralis. Dieser wurde fiir das Legen eines Katheters zur
Blutdruck-Messung und fir Messungen des Herz-Zeit-Volumens mittels PiCCo-Gerat benotigt.

Des Weiteren konnten arterielle Blutproben entnommen werden.
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Uber die V. femoralis wurde ein zweiter vendser Zugang fiir die Gabe von Infusionen und zur venésen
Blutprobenentnahme hergestellt.

Wihrend der gesamten OP-Zeit war zur Uberwachung der Herzfunktion des Ferkels ein
Elektrokardiogramm (EKG) angeschaltet.

Vor Eréffnung des Brustkorbs fliihrte man auBerdem eine Echokardiographie durch.

Mit dem Skalpell wurde mittig entlang des Sternums, beginnend auf Hohe der Clavicula, ein
Hautschnitt gemacht. Mit der Sternumsage wurde der Brustkorb eroffnet und das Herz mit zu- und
abfihrenden GefaRen dargestellt. Kleinere Blutungen aus den umliegenden peripheren Gefalden
stoppte man mittels Druck und Kompressen, sowie Elektrokauterisation.

Vor Beginn der Thorakotomie wurde jedem Ferkel Pancuroniumbromid injiziert. Dadurch konnten die
reflexartigen Kontraktionen der Brustmuskulatur wahrend der Elektrokauterisation abgeschwéacht
werden.

Vor Kandilierung des Herzens verabreichte man das Mukopolysaccharid Heparin zur Antikoagulation.
Wird das Blut des Versuchstieres durch das Schlauchsystem der HLM transportiert, kommt es mit
einem Fremdmaterial in Kontakt. Dabei kdnnen Blutzellen geschadigt werden, sowie eine
Thrombozytenadhdsion an den Wanden mit anschlieRender Aggregation stattfinden. Losen sich diese
Aggregate kann das zu einem thrombotischen Verschluss in den peripheren Blutgefalen des
Versuchstieres filhren. Um diesen pathologischen Prozess vorzubeugen wurde wahrend der Operation
Heparin-Natrium zur Blutverdiinnung verabreicht. Bevor der Koérperkreislauf des Ferkels mit der HLM
verbunden wurde, infundierte man 300 internationale Einheiten Heparin-Natrium intravenos. In die
Maschine selbst wurden 1000 internationale Einheiten Heparin-Natrium gegeben. Die Dosierung
entsprach einer Vollheparinisierung.

Wahrend der Operation kontrollierte man die Aufrechterhaltung der Antikoagulation lber die
activated clotting time (ACT). Der 1966 von Hattersley beschriebene Test misst die Gerinnungszeit und
sollte in diesem Tiermodell gréBer als 400 Sekunden bei Vollheparinisierung betragen. Wurde der Wert
wahrend der Operationszeit unterschritten, musste Heparin nachdosiert werden. Der ACT-Wert wurde
alle 30 Minuten gemessen.

Nach der Er6ffnung des Perikards wurde das Herz kaniiliert. Die vendse Kaniile platzierte man tiber das
rechte Herzohr in den rechten Vorhof, um das sauerstoffarme Blut aus dem Korperkreislauf in die Herz-
Lungen-Maschine einzuleiten.

Die arterielle Kaniile, welche das mit Sauerstoff angereicherte Blut aus der Herz-Lungen-Maschine dem
Organismus wieder zufiihrte, wurde in die Aorta ascendens gelegt. Der Katheter, {iber den die
Kardioplegie-Lésung infundiert wurde, befand sich an der Aortenwurzel.

Nach Abgang von der HLM und nach Dekaniilierung wurde Heparin mit dem Wirkstoff Protamin in

Form von Protaminhydrochlorid antagonisiert. Dadurch bilden sich Heparin-Protamin-Komplexe, d. h.
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Heparin wird der Komplexbildung mit Antithrombin Il entzogen und es folgt keine Hemmung der

intrinsischen Gerinnungskaskade.

3.2.3.2 Kardioplegie

Damit Operationen direkt am Herzen sicher durchgefiihrt werden kdnnen, muss der kontinuierliche
physiologische Herzschlag fiir eine bestimmte Zeitdauer unterbrochen werden.

Mit der Gabe von einer Kardioplegie-Losung soll ein kinstlicher reversibler Herzstillstand
herbeigefiihrt werden.

Die fir die Versorgung der Herzmuskelzellen zustandigen Herzkranzgefaf3e sind die ersten arteriellen
Abzweige aus der Aortenwurzel. Uber eine Kardioplegie-Nadel in der Aortenwurzel wurden wiahrend
des Anschlusses der HLM an den Kérperkreislauf rund 1000 ml Kardioplegie-Losung infundiert.

Das Funktionsprinzip der Kardioplegie-Losung ist die Membranstabilisierung der Herzmuskelzellen.
Werden keine elektrischen Impulse zwischen den Zellen weitergeleitet, kommt es zu keiner
Kontraktion des Herzmuskels und somit zum Stillstand des gesamten Herzens.

Die hier verwendete Kardioplegie-Losung nach Bretschneider (,,Custodiol”) ist eine nichtkolloidale
Losung mit intrazellularem Wirkprinzip. Die extrazelluldre Natrium-Konzentration wird soweit
abgesenkt das annahernd die intrazelluldre Natrium-Konzentration erreicht wird. Ebenso wird die
Konzentration des Calciums abgesenkt. Zusatzlich ist die extrazellulare Kalium-Konzentration erhoht,
wodurch das Membranruhepotential nochmals stabilisiert wird. Die Erregungsleitung, welche auf
Depolarisation der Zellen beruht, ist blockiert (Born 2005, Bretschneider 1980).
Kardioplegie-Losungen besitzen auch eine myokardprotektive Wirkung. Wird sie auf 4°C abgekihlt
infundiert, ist die Toleranzphase des Herzens vor Schaden aufgrund einer Ischamie nach Herzstillstand
etwas verlangert. Durch Hypothermie sind die Stoffwechselprozesse der Herzmuskelzellen
herabgesetzt, sowie der Sauerstoffverbrauch geringer (Born 2005).

Direkt nach Abklemmen der Aorta wurden initial 350 ml Kardioplegie-Losung nach Bretschneider

verabreicht und nach Bedarf wahrend der 90 minltigen HLM-Zeit nachgegeben.
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3.2.3.3 Herz-Lungen-Maschine mit nicht-pulsatilen/ pulsatilen Fluss

Bevor die HLM zum Einsatz kommt, muss das Schlauchsystem und das Reservoir mit einer Flissigkeit
befillt und entliftet werden. Dieses Volumen wird als Primingvolumen bezeichnet und setzt sich
folgendermalien zusammen: 200 ml Hydroxyethylstarke, 50 ml Natriumhydrogencarbonat, Heparin-
Natrium und mindestens 500 ml Vollblut. Das Vollblut stammte von einem ausgewachsenen Schwein
des Lehr- und Versuchsgutes Oberholz der Veterindrmedizinischen Fakultat der Universitat Leipzig, das
als Spenderschwein fiir mehrere Versuchstiere fungierte. Das Blut wurde in speziellen
Transfusionssystemen aufgefangen und bei 4 °C im Kiihlschrank gelagert. Da bei beiden
Kontrollgruppen keine HLM an den Korperkreislauf angeschlossen wurde, erhielten diese Schweine
lediglich eine Bluttransfusion von ca. 200-500 ml Vollblut vom Spenderschwein.

Ill

Fiur alle Versuche stand eine Herz-Lungen-Maschine der Firma Stockert vom Typ ,,SIII“ zur Verfligung.
Da es sich bei den Versuchstieren um 3 bis 5% Wochen alte Ferkel handelte, nutzte man fir den
Bluttransport vom Korperkreislauf zur Maschine und wieder zurlick ein Schlauchsystem aus der
Padiatrie (,,Kinder Kompl. Set” Sourin Group Deutschland GmbH).

Zum Start der HLM befiillte man die Maschine mit dem Priming-Volumen und Heparin-Natrium (1000
internationale Einheiten Heparin). Nach Abklemmen der Aorta wurde sofort die Kardioplegie-Losung
injiziert. Das venose Blut wurde Uber die venése Kanile im rechten Vorhof der Maschine zugefihrt.
Aufgrund der Gravitation war eine Flussrichtung vom Versuchstier auf dem OP-Tisch Uber das
Schlauchsystem hin zur tiefer gelegenen Maschine gegeben. Spezielle Sauger drainierten zusatzlich
Blut aus dem OP-Gebiet, was zusammen mit dem Anteil aus der vendsen Kanile in einem
Hartplastikreservoir gesammelt wurde. Um das Risiko einer Luftembolie zu vermeiden, wurde das Blut
zuvor durch eine Blasenfalle gefiltert. AnschlieBend beférderte eine Pumpe das gesammelte Blut fiir
eine Kohlenstoffdioxid-Eliminierung und Oxygenierung zu einem Membranoxygenator mit
integriertem Warmeaustauscher. Zu Beginn der HLM wurde die Pumpe erst mit einer niedrigen
Flussrate gestartet und langsam gesteigert, damit sich der Organismus an die extrakorporale Blut-
Zirkulation anpassen konnte. Die verwendete Roller-Pumpe entspricht einer Verdrangungspumpe. Das
Flussmuster, welches sich daraus ergibt, ist kontinuierlich. Um einen pulsatilen Blutfluss zu erreichen,
bedarf es einer Zusatzsteuerung. Durch diese Modulation ist ein periodisches Anhalten und schnelles
Beschleunigen der Pumpe maoglich. Es wurden fiir die Versuche der Gruppe ,,HLM mit pulsatilen Fluss“
folgende Einstellungen vorgenommen:

- Basis-Fluss 30 %

- Pulsatil 70 %

- Impulsrate 50 %

- Puls von 100 pro Minute.
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Fiir die Zeit der HLM wurde das Blut auf 28 °C gekihlt. In den letzten 30 Minuten der HLM-Zeit wurde
es schlieflich auf 37 °C wieder erwdarmt. Das mit Sauerstoff angereicherte Blut (mittels
Membranoxygenator) konnte schlieBlich Gber eine Perfusionskaniile in die Aorta ascendens
transportiert und dem Koérperkreislauf wieder zugefiihrt werden.

Die Entwohnung von der HLM beginnt mit Aufwarmen des Blutes auf 37 °C. AnschlieBend entfernte
man die Aortenklemme. Die Reperfusionszeit setzt ein. Wenn ein regelmaliger Herzschlag vorhanden
war, wurde die HLM-Flussrate kontinuierlich reduziert. Somit Gbernahm das Herz nach und nach
wieder die vollstandige Pumpleistung.

Zur Unterstltzung des Herzschlages konnte Calciumchlorid, bzw. als Medikament der 2. Wahl
Katecholamine (Norepinephrin, Epinephrin) verabreicht werden. Bei Herzflimmern wurde sofort
defibrilliert (10 Joule). Hatte sich ein physiologischer Herzschlag eingestellt, wurden alle Kaniilen

vollstandig abgeklemmt und die Blutpumpe der HLM abgeschaltet.

3.2.6.6 Medikation mit Minozyklin

Minozyklin ist ein Antibiotikum und gehort zur Gruppe der Tetrazykline. Neben seiner bakteriziden
Wirkung soll Minozyklin zusatzlich neuroprotektive Eigenschaften aufweisen. Es passiert problemlos
die Blut-Hirnschranke. Die neuroprotektive Wirkung ist dosisabhangig, d. h. ausschlielich niedrige
Konzentrationen von Minozyklin haben einen positiven Effekt. Wird eine zu hohe Dosis des
Medikamentes verabreicht kdnnen ischamische Zellschadigungen verschlimmert werden. Des
Weiteren wurden antiapoptotische Effekte bei Neuronen, jedoch nicht an Astrozyten nachgewiesen
(Matsukawa et al. 2009).

Beiden Gruppen (,Kontrolle mit Minozyklin®, ,HLM nicht-pulsatil mit Minozyklin“) wurde das
Medikament, aufgel6st in 10 ml 0,9 %iger Natriumchlorid-L6sung, jeweils vor Anschluss an die HLM
und direkt nach Abkopplung intravends liber den zentral-ventsen Katheter verabreicht. Die erste Dosis

betrug 4 mg/kg KM, die zweite Dosis 2 mg/kg KM (siehe Tab. 2).
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3.2.4 Intraoperatives Monitoring

3.2.4.1 Vitalparameter

Um das Herzkreislaufsystem auf Funktion und Stabilitat hin zu untersuchen, wurden u. a. der arterielle
Blutfluss, der mittlere arterielle Blutdruck und das Herz-Zeit-Volumen, sowie der zentralvendse Druck
in regelmaRigen Abstanden kontrolliert.

Mit Anschluss an die HLM wurde bei allen Ferkeln ein Blutfluss von 100 ml/Minute/kg KM angestrebt.
In der gesamten Zeit der Operation sollte der mittlere arterielle Blutdruck zwischen 40-60 mmHg
betragen. Gemessen wurde er Uber den arteriellen Katheter in der A. femoralis mit ,Pulsiocath 5 F
Thermodilution”. Zu dem verwendeten PiCCo-System war zuséatzlich eine Temperatursonde, platziert
an dem ZVK in der V. jugularis, notwendig. Bevor die gemessenen Werte zur Beurteilung des
Herzkreislaufsystems herangezogen werden konnten, wurde das System geeicht.

Die Durchfihrung der Thermodilutionsmethode gestaltete sich wie folgt: Es werden 10 ml einer
0,9 %igen und 4 °C kalten Kochsalzlosung mit hoher Geschwindigkeit Gber den ZVK infundiert. Die
Infusion durchstromt das rechte Herz, den Lungenkreislauf, das linke Herz und schlieBlich den
Korperkreislauf. Die Messsonde in der A. femoralis registriert beim VorbeiflieRen der Kochsalzl6sung
den Temperatur-Abfall, welcher (ber das Monitoring-Gerat graphisch als Thermodilutionskurve
dargestellt wird. Mit dem PiCCo-System (Pulse Contour Cardiac Output) ist die Messung des Herz-Zeit-
Volumens moglich, indem eine kontinuierliche Analyse der Thermodilutionskurve durch das
Monitoring-Gerat erfolgt. Den endgiiltigen Wert erhdlt man nach Anwendung der Stewart-Hamilton-
Gleichung (Nishikawa 1993).

Um eine ausreichende Sauerstoffsattigung des Blutes zu gewahrleisten wurde der prozentuale Anteil
des oxygenierten Blutes Uber ein Pulsoximeter, welches an der Zunge des Versuchstieres befestigt war,
kontrolliert. Der Normwert liegt im Bereich von mindestens 96-98 % und sollte wahrend der Operation
konstant bleiben.

Des Weiteren wurde der Hamatokrit-Wert von allen Versuchstieren in regelmaRigen Abstdnden
gemessen. Der Anteil der zelluldren Blutbestandteile im Serum bestimmt die FlieBeigenschaft des
Blutes. Bei einem hohen Hamatokrit-Wert ist das Blut in seiner Eigenschaft viskds und das Risiko der
Thromben-Bildung steigt. Im Rahmen der Versuchsdurchfiihrung war aufgrund der Thorakotomie,
Kantlierung des Herzens und der Kontakt des Blutes mit Fremdoberflachen (Schlauchsystem, Filter,
Membranoxygenator) das Thromboserisiko erhoht. Der Hamatokrit-Wert musste engmaschig
Uberprift werden und sollte nicht zu hoch, jedoch ausreichend fiir eine konstante Sauerstoffsattigung
von mindestens 96-98 % sein. Als kritischer Hamatokrit-Wert werden bei Schweinen 10 % angegeben

(Hiebl et al. 2010). Fir die durchgefiihrten Operationen strebte man demnach Werte gréRer 10 % an.
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3.2.4.2 Arterielle Blutgas-Analyse

Fiir die Analyse der Blutgase wie pCO;, pO,, pH-Wert und Baseniiberschuss (BE) entnahm man lber
den Zugang der A. femoralis eine Blutprobe von ca. 0,5 ml alle 30 Minuten. Das Blut wurde in einem
Testrohrchen mit dem BGA-Gerét ,,ABL 725” untersucht. Somit konnte auerdem der Sdure-Basen-
Haushalt, sowie die Laktat- und Glukose-Werte und der Elektrolyt-Haushalt des Ferkels beobachtet
werden. Wichen einzelne Werte von den Normwerten ab und war der Zustand des Organismus somit
instabil, konnten Uber entsprechende Infusionen und Einstellung der Beatmungsparameter die
notigen Gegenmalinahmen ergriffen werden. Bei der hier angewendeten alpha-stat-Methode wurde
der pH-Wert mit dem BGA-Geréat bei einer Temperatur von 37 °C gemessen und sollte zwischen 7,35-
7,45 betragen. Die Beeinflussung und Regulierung des Sdure-Basen-Haushaltes bei Azidose war mit der
Gabe von Natriumhydrogencarbonat oder Trometamol moglich.

Die Normwerte fiir Ferkel sind im Anhang, 8.2.2 Tab. 6 aufgelistet (Ketz Riley et al. 1999).

3.2.4.3 Elektrolyt-Haushalt

Fiir die Kontrolle des Elektrolyt-Haushaltes wurden Natrium, Kalium, Chlorid und Calcium untersucht.
Abhédngig vom Flissigkeitshaushalt und dem Blutdruck bekam jedes Versuchstier wenn nétig eine
Elektrolyt-Infusion mit E 153. Des Weiteren bestand die Moglichkeit einer Infusion mit
Hydroxyethylstarke. Die Normwerte fiir das Schwein sind im Anhang, 8.2.2 Tab. 7 aufgelistet (Ketz Riley
et al. 1999).

3.2.4.4 Laktat- und Glukose-Haushalt

Fir die Energiegewinnung der Zellen wird unter physiologischen Bedingungen und ausreichendem
Sauerstoffangebot Glukose lber den Weg der aeroben Glykolyse zu Pyruvat abgebaut, wobei ATP als
Energietrager entsteht. Pyruvat wird unter aeroben Bedingungen in den Mitochondrien fiir die weitere
Energiegewinnung dem Citratzyklus und der Atmungskette zugefiihrt. Ist nicht genligend Substrat
(Glukose) vorhanden, kann es zu oxidativen Stress und Zelltod infolge einer Hypoglykdmie kommen
(Languren et al. 2013). Der Normwert fur Glukose betragt beim Schwein 4,0-6,5 mmol/I (Ketz Riley et
al. 1999). Wurde in der Blutgasanalyse deutlich, dass der Wert sinkt, verabreichte man Glucose-
Monohydrat als Infusion nach Bedarf.

Herrscht im Gewebe Sauerstoffmangel wird in den Zellen Pyruvat tGber den Prozess der

Milchsauregarung (anaerobe Glykolyse) zu Laktat reduziert und ins Blut abgegeben.
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3.3 Versuch Teil 2: Laboruntersuchungen

3.3.1 Einbetten der Proben und Herstellung der Schnittpraparate

Alle Gerate, Materialien, Chemikalien und Lésungen fiir die Histologie sind im Anhang, 8.2.3 Tab. 8 bis
11 aufgelistet. Die Hippocampusformation wurde nach Ablauf der Operation und der Gehirn-
Entnahme vorsichtig herausgeldst, bzw. mit einer Pinzette stumpf von den umgebenden Strukturen
des GroBhirns abprapariert und in 4 % gepuffertes Formalin nach Lillie fiir 1 Woche eingelegt. Dann
erfolgte das Zurechtschneiden der Gewebestiicke, Einlegen in die Einbettkassetten und Uberfiihren in
den Einbettautomaten. Die Schnittflaiche war so gewahlt, dass fir die spatere Auswertung ein
Frontalschnitt vom Cornu ammonis, welches sich um den Gyrus dentatus legt, vorhanden war. Von
diesen Proben sollten spater die Schnittpraparate fir die histologischen Untersuchungsmethoden
hergestellt werden. Fiir die Bestimmung von Adenosintri- und Adenosindi-phosphat (ATP und ADP)
mittels Chromatographie wurden nochmals 2 kleine Gewebe-Proben gewonnen und unmittelbar in
flissigen Stickstoff schockgefrostet, spater erfolgte die Lagerung bis zur Labor-Untersuchung bei
-80 °C im Gefrierschrank. Die Praparate wurden in dem Einbettautomaten nach folgenden Protokoll

mit den genannten Losungen behandelt (siehe Tab. 12):

Tabelle 12 Protokoll Einbettautomat

Lésung Zeit (Minuten) Temperatur (°C)
1. gepuffertes Formalin 4 % 60 35
2. 50 % Isopropanol 60 35
3. 70 % Isopropanol 60 35
4. 80 % Isopropanol 60 35
5. 96 % Isopropanol 60 35
6. 96 % Isopropanol 60 35
7. 100 % Isopropanol 60 35
8. 100 % Isopropanol 60 35
9. 100 % Xylol 30 35
10. 100 % Xylol 30 35
11. Paraffin 30 60
12. Paraffin 30 60
13. Paraffin 60 60
14. Paraffin 60 60
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Fir das weitere Einbetten wurden die Proben in den Einbettkassetten vom Einbettautomaten direkt
in ein Warmebad mit flissigem Paraffin Gberflhrt. In speziellen AusgieRformen konnte man die Lage
der Gewebestlicke nochmals korrigieren, bevor die Férmchen mit erwarmten, flissigen Paraffin
aufgefiillt wurden und der obere Anteil der Einbettkassette aufgelegt wurde. Bei Zimmertemperatur
begannen die Proben langsam abzukihlen. Zum endgiiltigen Ausharten des Paraffins konnte eine
Lagerung auf einer Kihlplatte fiir ca. 30 Minuten folgen, bevor die Ausgielsformen entfernt wurden.

Die Herstellung der Schnittpraparate fiir die spatere histologische Auswertung erfolgte mit einem
Schlitten-Mikrotom. Daflir wurden die einzelnen Prdparate zuerst auf einer Kiihlplatte fir mindestens
45 bis 60 Minuten gekihlt. Fir die Auswertung fanden ausschlielllich die Proben des rechten
Hippocampus Verwendung. Mit dem Mikrotom wurde mit 5-10 um starken Schnitten die oberste
Paraffinschicht so weit entfernt, bis ein vollstandiger Schnitt vom gesamten eingebetteten Praparat
entstand. Fir die mikroskopische Auswertung der Proben benétigte man Schnitte von 2 um. Nach
Lagerung im warmen Wasserbad fiir wenige Minuten, um eine etwaige Faltenbildung im Paraffin zu
glatten, wurden die Praparate auf die beschrifteten Objekttrager gegeben. Die anschliefende

Trocknung dieser erfolgte in einem Warmeschrank fiir mindestens 8 Stunden.

3.3.2 Histologie

3.3.2.1 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Die Ubersichtsfarbung mit Hamatoxylin-Eosin, kurz HE, war Teil der Auswertung, um allgemeine
morphologische Veranderungen der Pyramidenzellen im Stratum pyramidale des CA1- und CA3-Areals
des Cornu ammonis der Hippocampusformation beurteilen zu kénnen.

Es wurde nach folgenden Protokoll vorgegangen (siehe Anhang 8.2.3, Tab. 13): Zu Beginn wurden die
Objekttrager fiir mehrere Minuten in Xylol belassen, um das vorhandene Paraffin aus dem
Schnittpraparat vollstandig herauszuldsen. Anschlieend folgte eine Rehydrierung des Gewebes in
einer absteigenden Alkoholreihe. Mit destilliertem Wasser wurden die Schnittpraparate gewaschen,
bevor mittels Hamalaun-Lésung die Farbung der Zellkerne erfolgte. Der natirliche Farbstoff
Hamatoxylin farbt die basophilen, also sauren Strukturen, wie z.B. den Zellkern mit der darin
enthaltenen Desoxyribonukleinsdure, blau. Zunachst sind die basophilen Strukturen aufgrund des
niedrigen pH-Wertes der Himalaun-Lésung jedoch rotbraun. Erst das Uberfiihren der Préparate in eine
Losung mit einem leicht basischen pH-Wert fiihrt zum Farbumschlag in blau-violett. Das Blduen
erfolgte in einer Scott-Puffer-Losung. Fir die Zytoplasma-Farbung wurden die Proben in 0,1 %iger
Salzsdure gewaschen und schliefllich in eine wassrige Eosin-Farbelosung Gberfiihrt. In destilliertem

Wasser wurden iiberschiissige Anteile des Eosins herausgespiilt. Uber eine aufsteigende Alkoholreihe
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erfolgte ein Dehydrieren der Proben. Vor dem Eindeckeln wurden die Praparate mittels Xylol geklart,
bzw. gereinigt. AbschlieBend wurden die vollstiandig gefarbten Praparate mit Entellan eingedeckelt
und fiir mindestens 12 Stunden unter Druck belassen. Uberschiisse des Entellans entfernte man

vorsichtig mit auf Zellstoff, bzw. Wattestdabchen appliziertem Xylol.

3.3.3 Immunhistochemie

3.3.3.1 Allgemeines Prinzip

Mit Hilfe der Immunhistochemie (IHC) ist es mdglich, spezifische Proteine (die in diesem Fall als Antigen
fungieren) durch Interaktion mit bestimmten Antikorpern und unter Bildung von Antigen-Antikorper-
Komplexen darzustellen. Somit kann festgestellt werden, ob und in welchen Zellkompartimenten das
gesuchte Antigen lokalisiert ist.

Fir die histologische Untersuchung wurde eine indirekte Nachweismethode gewahlt.

In diesem Fall bindet ein primarer Antikorper an das nachzuweisende Antigen. Dann wird ein weiterer
(sekundarer) Antikérper hinzugefligt, der sich gegen den ersten Antikdrper richtet. Zusatzlich ist an
diesem ein Enzym gekoppelt. Wird in einem nachsten Schritt ein Substrat hinzugefiigt, kommt es zu
einer Enzym-Substrat-Reaktion und es bilden sich farbige Komplexe aus. Uber diese Zwei-Schritt-
Methode wird das zu untersuchende Antigen sichtbar gemacht.

In dieser Arbeit wurde die PAP-Methode (Peroxidase-Anti-Peroxidase-Komplex-Methode) genutzt,
d.h. an den sekundaren Antikorper ist eine Peroxidase gebunden. Diese interagiert mit
Wasserstoffperoxid aus der hinzugefiigten Substratlosung (Sternberger et al. 1970). Das zusatzlich in
der Substratlosung enthaltene, erst farblose Chromogen bildet dabei ein rotes Endprodukt.
Nachfolgend werden die einzelnen Schritte der immunhistochemischen Farbungen beschrieben:

Die Praparate wurden zuerst mehrmals in Xylol gebracht, um das Paraffin vollstandig herauszuldsen.
In einer absteigenden Alkohol-Reihe erfolgte eine Rehydrierung der Schnitte. Reste der Alkohol-
Losungen wurden im destillierten Wasser herausgespiilt. In TBS 1x-Puffer konnten die Praparate bei
einem pH-Wert von 7,6 gewaschen werden. Um die weiteren Schritte durchfiihren zu kénnen, musste
die Zellmembran im vorliegenden Gewebe permeabilisiert werden. Hierfir wurden die Praparate fir
eine bestimmte Zeit in einer 0,01 M Natrium-Citrat-, bzw. Tris-EDTA-L6sung bis auf 92 °C bis max.
98 °C erhitzt. Fir die weitere Verarbeitung folgte eine Abkihlung der Objekttrager auf
Raumtemperatur in der jeweiligen Losung. AnschlieBend wurden die Schnittpraparate wieder in TBS
1x-Puffer gewaschen und in eine methanolische Wasserstoffperoxidlosung gebracht. Dadurch sollte
die im Gewebe vorkommende endogene Peroxidase geblockt werden. Diese Losung wurde mit TBS 1x-

Puffer aus dem Gewebe wieder herausgespiilt. Fir die nachsten Schritte mussten sich die einzelnen
33



Objekttrager in einer feuchten Kammer befinden, um ein Austrocknen zu vermeiden. Dafiir wurde eine
kleine Plastikwanne mit angefeuchtetem Zellstoff am Boden verwendet. Die Objekttrager befanden
sich auf kleinen Glasplatten und die Schnitte sind mit einem Fettstift umrandet worden, um ein
WegfliekRen der applizierten Lésungen zu vermeiden. Unspezifische Bindungsstellen im Gewebe
wurden mit 2 % BSA, gelost in TBS 1x-Puffer, geblockt. Somit konnte man zu starke Hintergrund-
Farbungen vermeiden. AnschlieBend wurde der Primar-Antikérper in entsprechender Verdliinnung
aufgetragen (siehe Anhang, 8.2.3, Tab. 14). Die Plastikwanne mit den so beschichteten Objekttrdagern
lagerte man im Kihlschrank (iber Nacht bei 4 °C.

Am 2. Tag wurden die Praparate zunachst auf Raumtemperatur erwdarmt. Mit TBS 1x-Puffer splilte man
den Uberschissigen Primar-Antikérper aus dem Gewebe. Es erfolgte die Applikation des Sekundar-
Antikorpers mit gekoppeltem Enzym (horseradish-Peroxidase). Die Praparate befanden sich wahrend
dieser Zeit wieder in der feuchten Kammer. Nach vorgegebener Einwirkzeit wurde auch diese Losung
mit TBS 1x-Puffer abgespilt. AnschlieRend l6ste man durch Auftragen von AEC Substrat Chromogen
(3-Amino-9-Ethylkarbazol) von DAKO eine Enzym-Substrat-Reaktion aus, wodurch eine makroskopisch
sichtbare intensive rote Farbung der Schnittpraparate entstand.

Uberschiissiges AEC wurde in TBS 1x-Puffer entfernt und durch eine Hdmalaun-Lésung erfolgte die
Gegen-Farbung der Zellkerne. Nach dem ,Bldauen” in der Scott-Puffer-Losung lberfiihrte man die
Praparate in destilliertes Wasser, bevor die Schnittpraparate mit Glyceringelatine eingedeckelt werden
konnten. Flir mindestens 12 Stunden wurden die Objekttrager unter Druck so belassen, bevor mit
Nagellack die Rander der Deckglaschen abgedichtet und liberschiissige Reste der Glyceringelatine mit

lauwarmen Leitungswasser vorsichtig gelost wurden.

3.3.3.2 Nachweis: Apoptose-induzierender Faktor

Der Apoptose-induzierende Faktor (AIF) ist ein zwischen der &duReren und inneren
Mitochondrienmembran lokalisiertes Protein und wird tber eine Caspase-unabhangige Signalkaskade
aktiviert. AIF beeinflusst den Metabolismus der Zelle, wenn es vom Zytoplasma in den Zellkern
Ubertritt. Innerhalb des Nukleus fihrt AIF zu einer DNA-Fragmentation, sowie Chromatinkondensation
und induziert den Apoptose-Vorgang, den programmierten Zelltod (Candé et al. 2002).

Durch Anwendung der immunhistochemischen Farbe-Methode konnen Zellen mit aktivem Apoptose-
induzierenden Faktor (AIF) durch intensive Rotfarbung des Zellkerns nachgewiesen werden.

Fiir die Farbung des Gewebes mit Verwendung des Antikorpers fir AIF mussten die Praparate 30

Minuten in einer 0,01 M Natrium-Citrat-Losung (pH-Wert von 6) bei 92 °C-max. 98 °C erhitzt werden.
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Der Primar-Antikorper, geldst in Antibody-Diluent von DAKO, wurde in einer Verdiinnung von 1:100
aufgetragen.
Als Sekundar-Antikorper verwendete man DAKO Real Envision. Dessen Einwirkzeit betrug 30 Minuten

(siehe Anhang, 8.2.3 Tab. 15).

3.3.3.3 Nachweis: Hypoxie-induzierter Faktor 1-alpha

Hypoxie-induzierter Faktor (HIF) ist ein heterodimeres Protein, bestehend aus einer HIF 1-alpha und
HIF 1-beta Untereinheit. Unter hypoxischen Bedingungen kommt es zur Aktivierung der HIF 1-alpha-
Untereinheit: Nach Translokation vom Zytosol in den Zellkern reguliert und aktiviert es die
Transkription von u. a. VEGF (vascular endothelial growth factor) und GLUT1 (glucose-transporter-1).
HIF 1-alpha nimmt dadurch u. a. Einfluss auf den Glukose-Stoffwechsel der Zelle und die Angiogenese
(Chavez et LaManna 2002, Damert et al. 1997, Semenza 1985).

Durch intensive Rotfarbung der Zellkerne in der immunhistochemischen Untersuchung werden Zellen
mit aktiven HIF1-alpha sichtbar gemacht.

Fiir die Farbung des Gewebes mit Verwendung des Antikorpers fir HIF 1-alpha mussten die Praparate
30 Minuten in einer 0,01 M Natrium-Citrat-Lésung (pH-Wert von 6) bei 92 °C-max. 98 °C erhitzt
werden.

Der Primar-Antikorper, geldst in Antibody-Diluent von DAKO, wurde in einer Verdiinnung von 1:100
aufgetragen.

Als Sekundar-Antikdrper verwendete man DAKO Real Envision. Dessen Einwirkzeit betrug 30 Minuten

(siehe Anhang, 8.2.3 Tab. 16).

3.3.3.4 Nachweis: cleaved Caspase 3

Caspase 3 gehort zu den sogenannten Effektor-Caspasen, einer Gruppe aus der Familie der Cystein-
Proteasen. Die inaktive Vorstufe (Procaspase 3) ist im Zytosol lokalisiert und kann tber die Initiator-
Caspasen 8 und 9 zu cleaved Caspase 3 umgewandelt werden. Nach Translokation in den Zellkern
beeinflusst und reguliert cleaved Caspase 3 apoptotische Vorgadnge innerhalb der Zelle, es kommt zur
DNA-Fragmentierung, sowie Inaktivierung von DNA-Reparatur-Mechanismen (Kamada et al. 2005,
Porter et Janicke 1999).

Das Vorhandensein von cleaved Caspase 3 innerhalb des Zellkerns wurde mit der

immunhistochemischen Farbemethode durch Rotfarbung des Nukleus untersucht.
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Die Praparate wurden in einer Tris-EDTA-L6sung fiir 20 Minuten bei 92 °C-max. 98 °C erhitzt. Die
verwendete Losung hatte einen pH-Wert von 9.

Fiir den Nachweis von cleaved Caspase 3 wurde der Primar-Antikdrper in 2 % BSA in TBS 1x-Puffer
gelost. Die Verdiinnung betrug 1:50.

Der Sekundar-Antikdrper wurde mit einer Verdiinnung von 1:100 ebenfalls in 2 % BSA in TBS 1x-Puffer

geldst. Die Einwirkzeit betrug 1 Stunde (siehe Anhang, 8.2.3 Tab. 17).

3.3.3.5 Nachweis: 3-Nitrotyrosin

Die nicht-proteinogene Aminosaure 3-Nitrotyrosin ist ein Produkt aus der Reaktion von reaktiven
Stickstoffspezies (RNS) mit der proteinogenen Aminosaure Tyrosin.

Ein wichtiger Vertreter der reaktiven Stickstoffspezies ist z. B. Peroxynitrit. Diese Verbindung entsteht
aus Nitritoxid und der reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) Superoxid-Anion.

Im physiologischen Zustand kdnnen ROS z. B. in den Mitochondrien der Zellen bei den oxidativen
Prozessen der Zellatmung als Nebenprodukt oder aber auch bei Entziindungsprozessen des
Organismus entstehen. Die Zellen besitzen mehrere Schutzmechanismen (Antioxidantien) um diese
Oxidantien wieder zu eliminieren. Kommt es zu einer Dysbalance zugunsten der ROS wird dies als
oxidativer, bzw. nitrosativer Stress bezeichnet. Eine erhohte Konzentration von 3-Nitrotyrosin ist ein
Biomarker fur oxidativen Stress der Zellen des zu untersuchenden Gewebes und verursacht zellulare
Dysfunktionen bis hin zum programmierten Zelltod (Beckman et Koppenol 1996).

Es wurde die rotgefarbte Flache innerhalb der Zellen ausgewertet und zwischen den einzelnen
Gruppen verglichen. Bevor die Flachen-Auswertung erfolgen konnte, musste zuerst das Stratum
pyramidale in jedem Mikroskop-Bild mit einem Bildbearbeitungsprogramm umrandet und
anschliefend ausgeschnitten werden. Stark erhhte Werte der rotgefarbten Zellflaichen kénnen darauf
hinweisen, dass das vorliegende Gewebe unter Umstanden oxidativem, bzw. nitrosativem Stress
ausgesetzt war.

Fiir die Farbung des Gewebes mussten die Praparate in einer 0,01 M Natrium-Citrat-Losung (pH-Wert
von 6) bei 92 °C-max. 98 °C fiir 30 Minuten erhitzt werden.

Der Primar-Antikorper, gelost in DAKO Antibody-Diluent, wurde in einer Verdiinnung von 1:200
aufgetragen.

Als Sekundar-Antikorper verwendete man DAKO Real Envision. Dessen Einwirkzeit betrug 30 Minuten

(siehe Anhang, 8.2.3 Tab. 18).
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3.3.3.6 Nachweis: Poly-(ADP)-Ribose

Wirkt oxidativer Stress auf die Zelle ein, kénnen im Zellkern DNA-Reparaturmechanismen aktiviert
werden. Ein wichtiges Enzym, das in diese Vorgdnge involviert ist, stellt die Poly-(ADP)-Ribose-
Polymerasel dar. Wird das Enzym im Zellkern aktiv, entsteht zuséatzlich Poly-(ADP)-Ribose (PAR). Eine
Uberaktivierung von Poly-(ADP)-Ribose-Polymerase 1 fiihrt zu einem hohen Energie-Verbrauch der
Zelle und kann zur Einleitung der Apoptose fiihren. Diese Form des programmierten Zelltodes
bezeichnet man auch als poly-(ADP)-ribose-polymerase 1-mediated cell death (Parthanatos) (Wang et
al. 2011). In diesen Untersuchungen wurde PAR als indirekter Nachweis von Poly(ADP)-Ribose-
Polymerase-1 verwendet. Eine intensive Rotfarbung des Zellkerns, aufgrund einer erhohten
Konzentration von PAR, weist somit auf eine vermehrte Aktivitat des Enzyms hin.

Die Praparate wurden bei 92 °C-max. 98 °C fiir 30 Minuten in einer 0,01 M Natrium-Citrat-Losung (pH-
Wert von 6) erhitzt.

Fir den Nachweis von PAR wurde der Primar-Antikdrper in 2 % BSA in TBS 1x-Puffer geldst. Die
Verdlinnung betrug 1:100.

Den Sekundar-Antikorper applizierte man mit einer Verdinnung von 1:100. Dieser war ebenfalls in

2 % BSA in TBS 1x-Puffer gel6st. Die Einwirkzeit betrug 1 Stunde (siehe Anhang, 8.2.3 Tab. 19).

3.3.4 RP-HPLC — Reversed Phase High Performance Liquid Chromatography

Die RP-HPLC ist eine Standardmethode der Chemie und beschreibt einen Trennprozess, bei welchem
die einzelnen Stoffkomponenten einer Gewebeprobe durch Interaktion mit 2 Phasen
chromatographisch verteilt werden. Der Trenneffekt beruht auf unterschiedlicher Polaritat der
mobilen (flissigen) und stationdaren Phase. Die in der Probe enthaltenen Komponenten wandern
unterschiedlich schnell in der mobilen Phase entlang einer Trennsaule, der stationaren Phase.
Gewebeproben des Hippocampus von allen Versuchstieren wurden mit dieser Methode hinsichtlich
ihres Gehaltes an Adenosintriphosphat (ATP) und Adenosindiphosphat (ADP) untersucht.

Bei der hier angewandten lonenpaarchromatographie reagiert Tetrabutylammoniumhydrogensulfat
(TBAHS), ein Bestandteil der mobilen Phase, einerseits mit seinem apolaren Rest mit den C-18-Ketten
der HPLC-Saule (Octadecyl-Saule, stationare Phase) und andererseits mit seinen polaren Rest mit der
jeweiligen Komponente ATP und ADP. Der zu untersuchende Stoff und TBAHS bilden so ein lonenpaar.
Die RP-HPLC wurde nach dem Protokoll von Volonté et al. 2004 durchgefiihrt.

Wahrend der Vorbereitung der Gewebeproben fiir die HPLC wurde auf Eis gearbeitet. Nach Wiegen

der gefrorenen Praparate versetzte man diese mit 5 ml 0,4 M Perchlorsaure, um diese anschliefend
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im Homogenisator innerhalb 10 Minuten zu homogenisieren. Nach Hinzufiigen von 0,8 ml 0,2 M
Kaliumhydroxid kam es durch Vermengen mithilfe eines Vortex-Gerates zum Ausféllen der Proteine.
Fiir weitere 10 Minuten erfolgte das Zentrifugieren bei 3000 x g und einer Temperatur von 4 °C. Der
erhaltene Uberstand wurde mit einem Spitzenvorsatzfilter filtriert und das Filtrat (mindestens 0,12 ml)
in Autosampler-Vials abgefiillt. Fir die Durchfiihrung der HPLC fiir eine Probe benétigte man 0,02 ml
des Filtrates.

Alle fir die HPLC notwendigen Lésungen wurden mit hochaufgereinigten Wasser hergestellt.

Der grundlegende Aufbau einer HPLC-Anlage besteht aus einer Pumpe, einem Probeninjektor, einer
Trennsdule als stationdre Phase, einem mobilen Phasensystem und einem Detektor.

Uber die Pumpe angetrieben strémt das Filtrat in der fliissigen Phase entlang der Trennsiule. Die
verwendete Sdule besteht aus Silica-Gel, woran 18 Methylengruppen kovalent gebunden sind.
Bestandteile der mobilen Phase sind 2,3 mM TBAHS, 215 mM Kaliumdihydrogenphosphat, 4 %
Acetonitril und 0, 4 % 1 M Kaliumhydroxid.

Bei jeder HPLC liefen neben der eigentlichen Probe auch Standardlésungen fir ATP und ADP mit drei
unterschiedlichen Probenkonzentrationen fir die Kalibrierung mit. Die Konzentrationen fiir ATP waren
60, 20 und 2 pg/ml und fir ADP 15, 5, 0,5 ug/ml. Um Stammlosungen zu erhalten, wurden die
Standards (jeweils 0,12 ml) in 0,4 M Perchlorsdure geldst. AnschlieBend wurden diese zusatzlich im
Verhéltnis 1:10 in 0,4 M Perchlorsdure nochmals verdiinnt.

Die Flussgeschwindigkeit entlang der HPLC betrug 1 ml pro Minute. Mittels UV-Detektor (Wellenlange
von 254 nm) wurde die chromatographische Trennung des Filtrates gemessen und visualisiert. Jede
Probe durchlief die HPLC dreimal, sodass man daraus einen Mittelwert fiir jede einzelne Komponente
bestimmen konnte (siehe Anhang, 8.2.3 Tab. 20). Nach 20 Minuten Analysezeit fiir einen HPLC-
Durchgang waren die Retentionszeiten (Zeit mit maximalen Spitzenwerten) der zu untersuchenden

Stoffe ermittelt (siehe Tab. 21).

Tabelle 21 Retentionszeiten

Komponente Retentionszeit (Minuten)
ATP zwischen 8-10
ADP 6,3

Fiir die Auswertung wurden Standardkurven aus den Peakflichen und den dazugehorigen
Konzentrationen fir jede einzelne Komponente erstellt, um anschlieBend deren Quantitdt zu

errechnen.
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3.4 Blutanalyse

Fiir die Analyse der Blutproben war das MVZ-Labor Dr. Reising-Ackermann und Kollegen zustandig.
Von jedem Versuchstier wurden jeweils 2 Blutproben zur Untersuchung gegeben. Zeitpunkt der
Blutabnahme waren 0 Minuten (Beginn der Operation) und 240 Minuten (Ende der
Rekonvaleszenzzeit). Das Blut des Versuchstieres wurde auf folgende Parameter hin untersucht:
Elektrolyte, Entziindungsfaktoren, Analyse der Serumproteine mittels Eiweillelektrophorese
(Gesamteiweil}, Albumin, alpha-1-Globulin, alpha-2-Globulin, beta-Globulin, gamma-Globulin) und
Erstellung eines grofRen Blutbildes mit mikroskopischer Differenzierung der Leukozyten.

In dieser Dissertation beschrankt sich die Auswertung der Blutproben auf die Parameter
GesamteiweiR, Albumin und Leukozyten-Konzentration. Zusammen mit der Blutgasanalyse konnte
somit flur jedes Versuchstier der korperliche Zustand vor, wahrend und nach der
Versuchsdurchfiihrung beurteilt werden. Ein erniedrigter Albumin-Wert kann ein Hinweis auf
Stérungen des kolloidosmotischen Druckes sein und zu einer interstitiellen Odem-Bildung fiihren. Des
Weiteren konnen erhohte Konzentrationen des Gesamteiweilles, bzw. ein Ansteigen der Leukozyten-

Anzahl auf eine akute Entziindung innerhalb des Organismus hinweisen.

3.5 Auswertung am Mikroskop

Fiir die Auswertung stand ein Mikroskop von Carl Zeiss, Modell AXIO Imager M1 zur Verflgung.
Mithilfe einer Kamera von Carl Zeiss, Modell AXIO Cam Mrc5 konnte der mikroskopierte Gewebe-
Ausschnitt auf einen Computer ibertragen und am Monitor betrachtet werden. Die dafiir benétigte
Software AxioVision Rel. 4.8.2. war auf dem Computer gespeichert.

In einer 5 fachen VergréRerung wurde das gesamte gefirbte Praparat betrachtet, um eine Ubersicht
Uber Farbegrad, etwaige Artefakte und Lage der einzelnen Gewebsstrukturen zu erlangen. Auf jedem
Objekttrager waren fiir jedes Versuchstier mindestens zwei oder drei Frontalschnitte des rechten
Hippocampus pro Farbung vorhanden. Es wurden fiir die Auswertung jene Praparate mit dem besten
Farbe-Ergebnis verwendet.

Eine optimale Darstellung der fiir die Auswertung relevanten Zellstrukturen war mit einer 200fachen
VergrofRerung moglich.

Fir die Auswertung wurde die Pyramiden-Zellschicht in der CA1- und CA3-Region des Cornu ammonis
betrachtet. In diesen Regionen waren die morphologischen Zellveranderungen am deutlichsten
sichtbar. Mit der 200fachen VergroRerung zoomte man in den jeweiligen Bereich und fertigte von

beiden Regionen Fotos mit der Kamera von Carl Zeiss, Modell AXIO Cam Mrc5 an. Bevor man das
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Gewebe fotografieren konnte, erfolgt die korrekte Einstellung der Belichtung, das Kéhlern und ein
WeilRabgleich fiir eine optimale Farbwiedergabe auf den Bildern am Computer. Um das gesamte CA3-
Areal fotografisch zu erfassen, werden mindestens 6 Bilder benétigt. Das CAl-Areal ist weiter
ausgedehnt und konnte mit ca. 11 Bildern vollstandig dargestellt werden. Die Bild-Anzahl variiert leicht
zwischen den einzelnen Versuchstieren, abhangig von der GroRe des Hippocampus. Wichtig war es,
beide Bereiche fiir jedes Versuchstier vollstandig zu erfassen. Alle Bilder der CA1- und CA3-Region
wurden auf dem Computer fir die spatere Auswertung im czi.- bzw. im jpg.-Format gespeichert.
Zusatzlich figte man in jedem Bild einen MaRstabsbalken von 20 um ein.

Die CA1- und CA3-Region wurden getrennt voneinander ausgewertet.

Alle Bilder fir den Nachweis von AlF, HIF 1-alpha, cleaved Caspase 3 und Poly-(ADP)-Ribose, sowie die
HE-Farbung konnten mit der Software ZEN 2011 geblindet ausgewertet werden.

Es wurde fir jedes Areal pro Farbung die Gesamtzahl der mikroskopisch sichtbaren Pyramidenzellen
ermittelt.

Die Anzahl der Zellen in der CA1-Region betrug anndhernd 900, fiir die CA3-Region waren es ca. 600
Pyramiden-Zellen. Da die Dichte der Zellen, die Breite des Stratum pyramidale und die Ausdehnung
der beiden Regionen fiir jedes Versuchstier individuell ausgepragt waren, gelten diese Zahlen nur als
Richtwerte.

Fir den Nachweis von AlF, HIF 1-alpha, cleaved Caspase 3 und Poly-(ADP)-Ribose wurde neben der
Gesamtzahl der Pyramiden-Zellen die Anzahl der positiven Zellen mit rot gefarbten Zellkern ermittelt
und anschlieBend der prozentuale Anteil dieser an der jeweiligen Gesamtzahl der Zellen errechnet.
Mit der Hamatoxylin-Eosin-Farbung wurde ebenfalls die Gesamtanzahl der Pyramidenzellen je zu
untersuchendes Areal erfasst, sowie ausgezahlt wie viele Zellen morphologische Veranderungen, wie
Odembildung, erhéhte Eosinophilie des Zytoplasmas oder Pyknose des Zellkerns aufweisen.

Die Zellen mit Odem erschienen teilweise ,losgelést“ vom umliegenden Gewebe zu sein. Eine
Eosinophilie war durch ein intensiv rosa-rot gefarbtes Zytoplasma charakterisiert. Eine deutliche
Schrumpfung des Zellkerns und unter Umstdnden des Zytoplasmas waren Kennzeichen der Pyknose.
Fir die Auswertung des immunhistochemischen Nachweises von 3-Nitrotyrosin wurden die Flachen
des rotgefarbten Zytoplasmas und die Gesamtflachen der Pyramiden-Zellschicht des jeweiligen CA-
Areals errechnet. Als Auswertungsprogramm verwendete man die Software Imagel.

Zunachst musste die Gesamtflache des Stratum pyramidale pro CA-Region fiir jedes einzelne
Versuchstier ermittelt werden. Daflir musste auf allen Bildern die Pyramidenzellschicht mit der
Software GIMP 2 ausgeschnitten werden. Uber das Programm Image) erfolgte anschlieBend die
Flachen-Auswertung. In diesem Programm konnte zudem die Flache mit intensiver Rotfarbung fir
jedes Bild bestimmt werden. AnschlieRend wurde der prozentuale Anteil dieser von der zuvor

ermittelten Gesamtflache errechnet. Alle Praparate wurden geblindet ausgewertet.
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3.6 Statistik

Aus allen Ergebnissen wurde der Mittelwert (MW) mit dessen Standardfehler (SEM) aus n
Experimenten errechnet. Fir die Untersuchung, ob Unterschiede zwischen den 5 Gruppen signifikant
waren oder nicht, wurde die mehrfaktorielle Varianzanalyse ANOVA verwendet. Der post-hoc Tukey
HSD Test wurde angewandt, um darzustellen, zwischen welchen Versuchsgruppen Signifikanzen
bestanden.

Die Ergebnisse der RP-HPLC-Messung wurden ebenfalls mit der mehrfaktoriellen Varianzanlayse
ANOVA analysiert, um festzustellen ob signifikante Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen
vorhanden waren oder nicht. Man verwendete den Kruskal-Wallis post-hoc Test um festzustellen,
zwischen welchen Gruppen signifikante Unterschiede bestanden.

Die Ergebnisse waren signifikant bei einem p-Wert kleiner als 0,05.

Fir die statistische Analyse wurde die Software Systat fir Windows, Version 11 (Systat Inc., Evanston,
IL USA) angewandt.

Die graphische Umsetzung der statistischen Auswertung erfolgte mit der Software SigmaPlot, Version

10.

41



4 Ergebnisse

4.1 Intraoperatives Monitoring

Fir alle Ferkel konnte wahrend der gesamten OP eine arterielle Sauerstoffsattigung von mindestens
96 % aufrechterhalten werden.

Es wurde deutlich, dass wahrend der Phase der extrakorporalen Zirkulation der mittlere arterielle
Blutdruck in allen 3 Gruppen mit Anschluss an die HLM absank, jedoch iber dem Mindest-Wert von 40
mmHg blieb. Ein Abfall des mittleren arteriellen Blutdrucks wurde in beiden Kontrollgruppen zu keiner
Zeit beobachtet.

Der zentralvendse Venendruck befand sich fir alle Versuchstiere im Bereich der Normwerte.

Der Hamatokrit-Wert blieb in allen Gruppen lber 15 %.

Alle Mittelwerte sind im Anhang, 8.3.1 Tab. 22 und 23 aufgelistet.

Wie im Anhang, 8.3.1 aus den Tab. 24 und 25 ersichtlich wird, konnte fiir alle Versuchstiere konstant
ein physiologischer pH-Wert im Bereich von 7,35 — 7,45 aufrechterhalten werden.

Wahrend der 90-minitigen HLM-Zeit und in der anschlieBenden Reperfusionsphase wurde in der

|ll

Versuchsreihe ,,HLM nicht-pulsatil“ ein pCO, Uber dem angestrebten Maximalwert von 45 mmHg
gemessen. Die Kontrollgruppe und die Versuchsreihe ,,HLM nicht-pulsatil mit Minozyklin“ zeigten
bereits zu Beginn der Versuchsdurchfiihrung einen erhéhten pCO,-Wert von iber 45 mmHg.

Fir alle Ferkel konnte Gber den gesamten Zeitraum der Operation ein Sauerstoff-Partialdruck von tGber
90 mmHg erreicht werden.

Die Werte des Basen-Uberschusses orientierten sich in allen 5 Versuchsgruppen am Norm-Bereich und
zeigten keine deutlichen Abweichungen.

Es kam zu keiner Zeit zu einer Entgleisung des Sdure-Basen-Haushaltes. Mit entsprechenden Infusionen

und regulierenden MaBnahmen (siehe Tiere, Material und Methoden, 3.2.3.3, 3.2.4.2 und 3.2.4.3)

wurden ebenso die Vitalparameter im Bereich der geltenden Normwerte gehalten.

4.2 Arterielle Blutproben

In Abb. 4 wird der Anteil des GesamteiweiRes im Blut fir jede Gruppe zu Beginn des Versuches und
nach Abschluss der Rekonvaleszenzzeit dargestellt. Vor Start der Operation gab es zwischen den 5
Versuchsgruppen keine Unterschiede (p = 0,463). Am Ende des operativen Eingriffes (nach 240
Minuten) konnten deutliche Differenzen (p = 0,001) zwischen den Versuchsreihen gemessen werden.

Durch den Einsatz der HLM kam es zu einem signifikanten Abfall des Gesamteiweiles im Serum
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(p < 0,05) wahrend der Reperfusionsphase (siehe Anhang, 8.3.2 Tab. 26). Dieser Wert sank bei den
Versuchstieren mit HLM und nicht-pulsatilem Blutfluss am weitesten ab, wie in Abb. 4 deutlich wird.
Durch die Gabe von Minozyklin in der Gruppe ,,HLM nicht-pulsatil mit Minozyklin“ konnte einem Abfall

des GesamteiweiRes im Serum (p > 0,05) entgegen gewirkt werden.
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Abbildung 4: Anteil des GesamteiweifRes im Blut
p < 0,05 * gegen Kontrolle

Abb. 5 zeigt den prozentualen Anteil des Albumins am GesamteiweiR im Blut bei allen 5
Versuchsgruppen zu Beginn der Operation und nach Abschluss der Rekonvaleszenzzeit. Vor Start der
Operation gab es zwischen den 5 Versuchsgruppen keine Differenzen (p = 0,133). Nach 240 Minuten
kam es zu deutlichen Unterschieden des Albumin-Wertes (p = 0,004) zwischen den Versuchsreihen. In
der Gruppe ,HLM mit nicht-pulsatilem Blutfluss“ stieg der Prozentsatz des Albumins in der
Reperfusionsphase an (p < 0,05). In Abbildung 2 wird dargestellt, dass die Versuchsreihe ,HLM mit
pulsatilem Blutfluss“ hingegen keinen Anstieg des prozentualen Anteils an Albumin zeigte. Diese
Gruppe unterschied sich von der HLM-Gruppe mit nicht-pulsatilem Blutfluss (p < 0,05). Alle Werte sind
im Anhang, 8.3.2 Tab. 27 aufgelistet.
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Abbildung 5: prozentualer Anteil des Albumins am Gesamteiweif im Blut
p < 0,05 * gegen Kontrolle
p < 0,05 # gegen HLM nicht-pulsatil

Die Abb. 6 zeigt die Leukozyten-Konzentration flir jede Gruppe zu Beginn des Versuches und nach
Abschluss der Rekonvaleszenzzeit. Die Werte zeigen, dass es in keiner Versuchsreihe wahrend der
Operation zu einem signifikanten Veranderung der Leukozyten-Konzentration kam (Zeitpunkt O
Minuten: p = 0,527 und Zeitpunkt 240 Minuten: p = 0,970). Alle Mittelwerte sind im Anhang, 8.3.2 Tab.

28 aufgelistet.
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Abbildung 6: Leukozyten-Konzentration im Blut
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4.3 Arterielles Blut: Laktat-Haushalt

In Abb. 7 wird die Laktat-Produktion im arteriellen Blut fiir alle 5 Versuchsgruppen zu Beginn des
Versuches und nach Abschluss der Rekonvaleszenzzeit dargestellt. Zu Beginn der Operation wurde bei
allen Versuchstieren eine anndhernd gleiche Laktat-Produktion ohne bedeutsame Unterschiede
(p = 0,654) festgestellt. Nach 240 Minuten kam es zu signifikanten Verdnderungen zwischen den 5
Gruppen (p = 0,0001). In der Reperfusionsphase ergaben die Messungen in allen Gruppen mit
Anschluss an die HLM im Vergleich zu den beiden Kontrollgruppen signifikant erhohte Werte (jeweils
p < 0,05). In Abb. 7 wird deutlich, dass mit Anschluss an die Herz-Lungen-Maschine die Bildung von
Laktat am starksten in der HLM-Gruppe mit nicht-pulsatilem Blutfluss angestiegen ist (siehe Anhang,
8.3.3Tab. 29). In der Phase der Reperfusion beeinflusste die Art der Herz-Lungen-Maschine die Menge

an produziertem Laktat.
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Abbildung 7: graphische Darstellung der Laktat-Produktion, gemessen im arteriellen Blut
p < 0,05 * gegen Kontrolle

4.4 Ergebnisse der RP-HPLC

Aus den ermittelten Werten fiir das energiereiche Phosphat ATP und das energiedrmere Phosphat ADP
wurde fur jedes Versuchstier das Verhaltnis ATP/ADP errechnet. Fiir die Auswertung verwendete man
Gewebeproben des rechten Hippocampus.

In Abb. 8 wird das Verhéltnis ATP/ADP fiir alle Gruppen nach Abschluss der Rekonvaleszenzzeit

dargestellt.
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Zwischen den 5 Versuchsgruppen gab es deutliche Unterschiede (p = 0,020). Die niedrigeren ATP/ADP
- Werte der 3 HLM-Gruppen wiesen darauf hin, dass durch Anschluss an die Herz-Lungen-Maschine
der ATP-Verbrauch angestiegen ist. Der Verbrauch von energiereichen Phosphaten war in der Gruppe
»HLM mit nicht-pulsatilem Blutfluss”“ am starksten. Die Abb. 8 zeigt, dass in der Gruppe ,HLM mit
pulsatilem Blutfluss” weitaus weniger ATP verbraucht wurde (p < 0,05). Die Medikation mit Minozyklin
konnte den ATP-Verbrauch nicht senken (siehe Anhang, 8.3.4 Tab. 30). Es wurde festgestellt, dass die

Art der Herz-Lungen-Maschine Einfluss auf den Verbrauch von energiereichen Phosphaten nahm.

35
3,0 -
2,5 —
/ #
2,0 4 / ’|'
ke 1 /
& 4
1,5 - /
*
1,0 4 ? * I
0,5 - /
0,0 T / T T
D N\ A A D)
&© ’lﬁ* N & \a
« «© Q X o
% > \e\\/ Q\C‘f\ 5 A\
N N
&° ad Qo\%?)
%
S @\0‘\
\?\\9

Abbildung 8: Verhiltnis ATP/ADP der Gewebeproben des Hippocampus
p < 0,05 * gegen Kontrolle
p < 0,05 # gegen HLM nicht-pulsatil

4.5 Ergebnisse der Himatoxylin-Eosin-Farbung

Von allen Versuchstieren konnten Gewebeproben des rechten Hippocampus verwendet werden. Die
Abb. 12 zeigt von allen 5 Versuchsgruppen Mikroskop-Bilder mit entsprechenden Anderungen in der
Zellmorphologie fir die CA1- und CA3-Region. In Abb. 9 wird der prozentuale Anteil an Zellen mit
Odem-Bildung an der Gesamtzahl der Zellen pro CA-Region fiir jede Gruppe dargestellt. Die Ausbildung
eines Odems war sowohl in der CA1-Region (p = 0,004), als auch in der CA3-Region (p = 0,004) des
Hippocampus in allen 5 Versuchsgruppen unterschiedlich stark ausgepragt (siehe Anhang, 8.3.5 Tab.

31). Der héchste Anteil an Zellen mit Odem wurde in der Gruppe ,,HLM mit nicht-pulsatilem Blutfluss”
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gemessen. Die Auswertung ergab, dass in dieser Versuchsreihe in beiden CA-Arealen mehr Zellen mit
Odem vorkamen als in der Kontrollgruppe (jeweils p < 0,05). Wie in Abb. 9 ersichtlich wird, konnte ein
pulsatiler Blutfluss wahrend der extrakorporalen Zirkulation die Anzahl an Zellen mit Odem in der CA1-
Region signifikant vermindern. In der CA3-Region zeigte sich ebenfalls eine Reduktion der Zellen mit
Odem, diese war aber nicht signifikant. Ebenso verringerte die Gabe des Medikaments Minozyklin den
Anteil an Zellen mit Odem in beiden CA-Arealen (jeweils p < 0,05). Es stellte sich heraus, dass die Art
der Herz-Lungen-Maschine, sowie die Gabe von Minozyklin Einfluss auf die Entstehung eines
Zelldédems nahmen. Die Analyse, ob die Ausbildung eines Odems zwischen CA1l- und CA3-Areal
innerhalb eines Versuchstieres unterschiedlich war, ergab keine Differenzen. Unter

Kontrollbedingungen beeinflusste Minozyklin die Bildung eines Odems nicht.
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Abbildung 9: HE-Firbung, prozentualer Anteil an Zellen mit Odem-Bildung an der Gesamtzahl der
Zellen pro CA-Region

p < 0,05 * gegen Kontrolle

p < 0,05 # gegen HLM nicht-pulsatil

In Abb. 10 wird der prozentuale Anteil an Zellen mit Eosinophilie des Zytoplasmas an der Gesamtzahl
der Zellen pro CA-Region fiir jede Gruppe dargestellt. Weder in der CA1-Region (p = 0,869), noch in der
CA3-Region (p = 0,961) konnten Signifikanzen gemessen werden (siehe Anhang, 8.3.5 Tab. 32).
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Abbildung 10: HE-Farbung, prozentualer Anteil an Zellen mit Eosinophilie des Zytoplasmas an der
Gesamtzahl der Zellen pro CA-Region

In Abb. 11 wird der prozentuale Anteil an Zellen mit Pyknose an der Gesamtzahl der Zellen pro CA-

Region fir jede Gruppe dargestellt. Sowohl im CA1- (p = 0,152), als auch im CA3-Areal (p = 0,074)

konnten zwischen den 5 Gruppen keine Unterschiede ermittelt werden (siehe Anhang, 8.3.5 Tab. 33).
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Abbildung 11: HE-Farbung, graphische Darstellung des prozentualen Anteils an Zellen mit Pyknose
an der Gesamtzahl der Zellen pro CA-Region
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Abbildung 12: HE-Farbung
Cornu ammonis (CA1- und CA3-Region) des Hippocampus,
Stratum pyramidale, VergroRRerung 200 fach
—» schwarzer Pfeil markiert Zellen mit Odem
---» schwarzer, gestrichelter Pfeil markiert Zellen mit stark eosinophilen
Zytoplasma
—» blauer Pfeil markiert pyknotische Zellen
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4.6 Ergebnisse der immunhistochemischen Farbungen

4.6.1 Apoptose-induzierender Faktor

Fir alle 5 Versuchsreihen sind Mikroskop-Bilder der IHC-Farbung fiir den Nachweis von AlF in Abb. 14
dargestellt. Es wurden Proben des rechten Hippocampus verwendet. Die Abb. 13 zeigt die Anzahl der
positiven Zellkerne mit AIF von der Gesamtzahl der Zellen fiir die CA1- und CA3-Region fiir jede Gruppe.
In beiden CA-Regionen war die Anzahl der rot-gefarbten Zellkerne zwischen den Versuchsreihen
unterschiedlich (CA1: p =0,0001 und CA3: p =0,0001) ausgepragt (sieche Anhang, 8.3.6 Tab. 34). In der
HLM-Gruppe mit nicht-pulsatilem Blutfluss war die Anzahl der Zellen mit Apoptose-induzierendem
Faktor im Nukleus am héchsten (p < 0,05). Hingegen wiesen die HLM-Gruppe mit pulsatilem Blutfluss
und die HLM-Gruppe mit Minozyklin-Gabe nicht mehr positive Zellkerne mit AIF auf, als die Kontroll-
Gruppe (jeweils p > 0,05). Ein pulsatiler Blutfluss und die Medikation mit Minozyklin wahrend der
extrakorporalen Zirkulation konnte die Anzahl der Zellen mit AIF im Zellkern im Vergleich zu einem
nicht-pulsatilem Blutfluss vermindern (jeweils p < 0,05). Die Art der Herz-Lungen-Maschine und die
Gabe von Minozyklin wahrend der extrakorporalen Zirkulation beeinflussten die Aktivierung des
Apoptose-induzierenden Faktors in den Pyramiden-Zellen. Unter Kontrollbedingungen fiihrte die Gabe
von Minozyklin zu keiner vermehrten Bildung von AlF. Die Anzahl der positiven Zellen zwischen CA1-

und CA3-Region innerhalb eines Versuchstieres war nicht unterschiedlich ausgepragt.
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Abbildung 13: IHC-Farbung fiir den Nachweis von AIF, prozentualer Anteil an Zellen mit positiven
Zellkern bezogen auf die Gesamtzahl der Zellen pro CA-Region

p < 0,001 ** gegen Kontrolle

p < 0,05 # gegen HLM nicht-pulsatil

p < 0,001 ## gegen HLM nicht-pulsatil
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Abbildung 14: IHC-Farbung fiir den Nachweis von AIF
Cornu ammonis (CA1- und CA3-Region) des Hippocampus, Stratum pyramidale,
VergroRerung 200 fach
—> schwarzer Pfeil markiert Zellen mit positivem Zellkern fir AIF
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4.6.2 Hypoxie-induzierter Faktor 1-alpha

In Abb. 16 sind die Mikroskopbilder beider CA-Regionen von den 5 Versuchsgruppen der IHC-Farbung
fiir den Nachweis von HIF 1-alpha dargestellt. Es konnten Gewebeproben des rechten Hippocampus
verwendet werden. Die Abb. 15 veranschaulicht den prozentualen Anteil der Zellen mit aktivierten HIF
1-alpha im Zellkern von der Gesamtzahl der Pyramidenzellen fiir die CA1l- und CA3-Region fiir jede
Gruppe. In beiden CA-Arealen wurden zwischen den 5 Versuchsreihen (CA1l: p = 0,0001 und CA3: p =
0,001) unterschiedlich viele positiv rot-gefarbte Zellkerne gezahlt (siehe Anhang, 8.3.6 Tab. 35). Die
HLM-Gruppe mit nicht-pulsatilem Blutfluss wies die hochste Anzahl an Zellen mit HIF 1-alpha im
Nukleus auf (p < 0,05). Fur die HLM-Gruppen mit pulsatilem Blutfluss, bzw. durch die Gabe von
Minozyklin bei nicht-pulsatilem Blutfluss wurden weniger Zellen mit positivem Zellkern gezihlt (jeweils
p < 0,05). Deren gemessenen Werte unterschieden sich nicht von denen der Kontrollgruppe (jeweils p
> 0,05). Unter Kontrollbedingungen beeinflusste Minozyklin die Bildung von HIF 1-alpha nicht. Auf die
Anzahl der Zellen mit HIF 1-alpha im Nukleus nahmen sowohl die Art der HLM, als auch die Gabe von
Minozyklin wahrend der extrakorporalen Zirkulation Einfluss. Bereits unter Kontrollbedingungen

waren im CA3-Areal mehr positive Zellkerne sichtbar als im CA1-Areal.
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Abbildung 15: IHC-Farbung fiir den Nachweis von HIF 1-alpha, prozentualer Anteil an Zellen mit
positiven Zellkern an der Gesamtzahl der Zellen pro CA-Region

p < 0,05 * gegen Kontrolle

p < 0,001 ** gegen Kontrolle

p < 0,05 # gegen HLM nicht-pulsatil

p < 0,001 ## gegen HLM nicht-pulsatil
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Abbildung 16: IHC-Farbung fiir den Nachweis von HIF 1-alpha
Cornu ammonis (CA1- und CA3-Region) des Hippocampus, Stratum pyramidale,

VergrofRerung 200 fach
— schwarzer Pfeil markiert Zellen mit positivem Zellkern fir HIF 1-alpha
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4.6.3 3-Nitrotyrosin

Die Abb. 18 zeigt Mikroskop-Bilder der IHC-Farbung fir den Nachweis von 3-Nitrotyrosin von allen
Versuchsgruppen fiir beide CA-Regionen. Es wurden ausschlieBlich Gewebeproben des rechten
Hippocampus verwendet. Die Abb. 17 zeigt die Darstellung des prozentualen Anteils der positiv rot-
gefarbten Zellflache von der Gesamt-Zellflache fir das CA1- und CA3-Areal in den 5 Gruppen. Es stellte
sich heraus, dass die Bildung von 3-Nitrotyrosin in beiden CA-Regionen zwischen den Versuchsreihen
unterschiedlich (CA1: p = 0,0001 und CA3: p = 0,0001) ausgepragt war (siehe Anhang, 8.3.6 Tab. 36).
In der Gruppe ,HLM mit nicht-pulsatilem Blutfluss” war die durch 3-Nitrotyrosin rot-gefarbte Flache
am groBten (p < 0,05). Die rot-gefarbten Zellflaichen der HLM-Gruppen mit pulsatilem Blutfluss bzw.
Minozyklin-Gabe bei nicht-pulsatilem Blutfluss waren kleiner und zeigten keine Differenzen zur
Kontroll-Gruppe (jeweils p > 0,05). Lediglich im CA1-Areal fihrte ein pulsatiler Blutfluss wahrend der
HLM zu einem Anstieg des 3-Nitrotyrosins gegeniiber der Kontrolle (p < 0,05). Das Vorhandensein von
3-Nitrotyrosin innerhalb des Zytoplasmas wurde durch die Art der HLM und die Gabe von Minozyklin
wahrend der extrakorporalen Zirkulation beeinflusst. Unter Kontrollbedingungen beeinflusste das
Medikament Minozyklin die Bildung von 3-Nitrotyrosin nicht. Innerhalb eines Versuchstieres war die

Flache an Zytoplasma mit 3-Nitrotyrosin zwischen CA1- und CA3-Region nicht different.
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Abbildung 17: IHC-Farbung fiir den Nachweis von 3-Nitrotyrosin, prozentualer Anteil der positiven
Zell-Flache an der Gesamtfliche der Pyramiden-Zellen im Stratum pyramidale
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Abbildung 18: IHC-Farbung fiir den Nachweis von 3-Nitrotyrosin
Cornu ammonis (CA1- und CA3-Region) des Hippocampus, Stratum pyramidale
VergrofRerung 200 fach
gelber Pfeil markiert Zellen mit positivem Zytoplasma fiir 3-Nitrotyrosin
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4.6.4 Cleaved Caspase 3

Fir alle 5 Versuchsgruppen sind jeweils flr das CA1- und CA3-Areal Mikroskop-Bilder in der Abb. 20
dargestellt. Es wurden Proben des rechten Hippocampus ausgewertet. In Abb. 19 erfolgt die
Darstellung des prozentualen Anteils der Zellen mit positivem Zellkern fiir cleaved Caspase 3 an der
Gesamtzahl der Zellen in beiden CA-Regionen fiir die 5 Gruppen. Sowohl im CA1- als auch im CA3-Areal
wurden unterschiedliche Werte (CA1: p = 0,0001 und CA3: p = 0,0001) fiir die Anzahl an Zellen mit
cleaved Caspase 3 zwischen den Versuchsreihen ermittelt (siehe Anhang, 8.3.6 Tab. 37). Die meisten
Zellen mit cleaved Caspase 3 zdhlte man in den HLM-Gruppen mit nicht-pulsatilem Blutfluss bzw. mit
der Gabe von Minozyklin bei nicht-pulsatilem Blutfluss. Deren Werte lagen tUber den Messwerten fir
die Kontrollgruppe (jeweils p < 0,05). Wurde fir die Herz-Lungen-Maschine ein pulsatiler Blutfluss
angewandt, kam es zu keinem Anstieg der Zellen mit positiver Rotfarbung fir cleaved Caspase 3 im
Vergleich zur Kontrollgruppe (p > 0,05). Durch einen pulsatilen Blutfluss bei der extrakorporalen
Zirkulation konnte im Gegensatz zu einem nicht-pulsatilem Blutfluss die Aktivierung der Caspase 3
reduziert werden (p < 0,05). Die Art der Herz-Lungen-Maschine beeinflusste die Anzahl an Zellen mit
positiver Rotfarbung fir cleaved Caspase 3. Unter Kontrollbedingungen beeinflusste Minozyklin die
Bildung von cleaved Caspase 3 nicht. Zwischen CA1- und CA3-Region innerhalb eines Versuchstieres

gab es keine Unterschiede.
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Abbildung 19: IHC-Farbung fiir den Nachweis von cleaved Caspase 3, prozentualer Anteil an Zellen
mit positiven Zellkern an der Gesamtzahl der Zellen pro CA-Region
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Abbildung 20: IHC-Farbung fiir den Nachweis von cleaved Caspase 3
Cornu ammonis (CA1- und CA3-Region) des Hippocampus, Stratum pyramidale

VergroRerung 200 fach
—» schwarzer Pfeil markiert Zellen mit positivem Zellkern fiir cleaved Caspase 3
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4.6.5 Poly-(ADP)-Ribose

In Abb. 22 werden die Mikroskop-Bilder der IHC-Farbung fir Poly-(ADP)-Ribose in beiden CA-Regionen
flir die 5 Versuchsgruppen gezeigt. Man verwendete Proben des rechten Hippocampus. Eine
graphische Darstellung des prozentualen Anteils der Zellen mit positivem Zellkern fir PAR an der
Gesamtzahl der Zellen pro CA-Region wird fir alle Gruppen in Abb. 21 vorgenommen. Zwischen den
Versuchsreihen ermittelte man im CA1- und CA3-Areal unterschiedliche Werte (CA1: p = 0,0001 und
CA3: p = 0,0001) fiir Zellen mit Rotfarbung des Zellkerns (siehe Anhang, 8.3.6 Tab. 38). In jeder HLM-
Gruppe wurde eine héhere Anzahl an positiv-rot gefarbten Zellen als in der Kontrollgruppe gezahlt
(jeweils p < 0,05). Die meisten Zellen mit PAR im Zellkern wurden in der HLM-Gruppe mit nicht-
pulsatilem Blutfluss gemessen. Die Verwendung eines pulsatilen Blutflusses und die Gabe von
Minozyklin wahrend der extrakorporalen Zirkulation konnte die Anzahl der rot gefarbten Pyramiden-
Zellen im Vergleich zur HLM-Gruppe mit nicht-pulsatilem Blutfluss senken (jeweils p < 0,05). Sowohl
die Art der Herz-Lungen-Maschine, als auch die Medikation mit Minozyklin wahrend der
extrakorporalen Zirkulation beeinflussten die Bildung von PAR innerhalb der Pyramiden-Zellen. Unter
Kontrollbedingungen wurde die Bildung von PAR durch Minozyklin nicht beeinflusst. Zwischen der

CA1- und CA3-Region innerhalb eines Versuchstieres gab es keine Unterschiede.
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Abbildung 21: IHC-Farbung fiir den Nachweis von Poly-(ADP)-Ribose, prozentualer Anteil an Zellen
mit positiven Zellkern an der Gesamtzahl der Zellen pro CA-Region

p < 0,001 ** gegen Kontrolle

p < 0,05 # gegen HLM nicht-pulsatil

p < 0,001 ## gegen HLM nicht-pulsatil
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Abbildung 22: IHC-Farbung fiir den Nachweis von Poly-(ADP)-Ribose
Cornu ammonis (CA1- und CA3-Region) des Hippocampus, Stratum pyramidale
VergroRerung 200 fach
—» schwarzer Pfeil markiert Zellen mit positivem Zellkern fiir Poly-ADP-Ribose
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5 Diskussion

Folgende Fragestellungen sollen mit dieser Arbeit beantwortet werden:

1. Inwieweit ist das verwendete Tiermodell und der Versuchsaufbau fir die Beantwortung der
Fragen 2 und 3 geeignet?

2. Werden durch die Anwendung der Herz-Lungen-Maschine mit nicht-pulsatilem Blutfluss
Schaden im Gewebe des Hippocampus verursacht?

3. Kann ein pulsatiler Blutfluss, bzw. die Gabe des Medikaments Minozyklin wahrend der

extrakorporalen Zirkulation mégliche Schaden im Hippocampus abmildern?

Seit vielen Jahren ist im klinischen Alltag ein kontinuierlicher, nicht-pulsatiler Blutfluss die Methode
der Wahl bei der Verwendung einer Herz-Lungen-Maschine. Mit Beginn der extrakorporalen
Zirkulation kommt es zu gravierenden Veranderungen im Organismus:

Ein Merkmal ist die Aktivierung von Zellen im Blut durch den Kontakt mit Fremdoberflachen (Hussaini
et al. 2009, Sonntag et al. 1998). Die Reaktion des Organismus auf den Einsatz der Herz-Lungen-
Maschine wird als systemische Entziindungsreaktion bezeichnet (systemic inflammatory response
syndrom, SIRS) oder auch Post-Perfusionssyndrom genannt (Wilcox et al. 2014, Engels et al. 2014, Allan
et al. 2010, Kozik et Tweddell 2006). Infolge dessen kann es zu multiplen Organdysfunktionen kommen.
Betroffen sind u. a. die Lunge (Yuan et al. 2014, Yu et al. 2013), die Niere (Sgouralis et al. 2015, Twal
et al. 2013), das Herz (Turer et Hill 2010, Hovels-Girich et al. 2002) und das Gehirn (Nelson et al. 2008).
Durch den Einsatz der Herz-Lungen-Maschine kann eine Hypotension entstehen (Pretorius et al. 2005,
Morales et al. 2003). AuRerdem kann im peripheren Gewebe u.U. eine Hypoperfusion (Lonsky et al.
2011) auftreten. Die Akkumulation von Laktat im Organismus nach der extrakorporalen Zirkulation
(Munoz et al. 2000) lasst vermuten, dass es wahrend des operativen Eingriffes zu einer anaeroben
Stoffwechsellage kommen kann. Die Gabe verschiedenster Infusionen kann eine Hamodilution mit
relativer Anamie verstarken. Mit sinkendem Hamatokrit steigt das Risiko fiir Organschaden. U.U. sind
Bluttransfusionen notwendig (Campbell et al. 2008, Engoren et al. 2002). Desweiteren beeinflussen
die Hypothermie und ein laminares Flussprofil der Herz-Lungen-Maschine den Organismus zusatzlich
(Kozik et Tweddell 2006).

Unter physiologischen Bedingungen wird die zerebrale Durchblutung und somit eine adaquate
Sauerstoff-Zufuhr des Gehirns Uber die zerebrale Autoregulation gesteuert. Ono und Mitarbeiter
(2012) konnten in ihrer  klinischen  Studie (ber intraoperative Mess-Methoden
(Nahinfrarotspektroskopie — NIRS und transkranielle Doppler-Sonografie — TCD) nachweisen, dass

durch den Einsatz der Herz-Lungen-Maschine (mit nicht-pulsatiler Perfusion) der zerebrale Blutfluss
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negativ beeinflusst wird. Mit einer Inzidenz von 20 % von insgesamt 234 Patienten war die nattrliche
zerebrale Autoregulation beeintrachtigt. In einer weiteren klinischen Studie von Quarti und
Mitarbeitern (2011) wurde bei 40 padiatrischen Patienten wahrend der extrakorporalen Zirkulation
mit nicht-pulsatilen Blutfluss die regionale zerebrale Sauerstoffsattigung ebenfalls (iber die
Anwendung der Nahinfrarotspektroskopie (NIRS) ermittelt. Mit Anschluss an die Herz-Lungen-
Maschine (und somit Verlust der physiologischen Durchblutung) fiel die zerebrale Sauerstoffsattigung
signifikant ab.

Der Verlust des physiologisch pulsatilen Blutflusses wirkt sich negativ auf die zerebrale Durchblutung
aus. Dadurch kann es zu ischdmischen/ hypoxischen Schaden im zerebralen Gewebe kommen.

Undar et al. veroffentlichten in ihrer Studie von 1999, dass bei Anwendung der konventionellen OP-
Technik (Hypothermie und nicht-pulsatile Perfusion) die Verletzungsrate der Organe (Gehirn, Niere,

Herz) bei bis zu 30 % liegt.

Das Risiko fiir Organschaden nach Einsatz der HLM ist in der Kinderherzchirurgie durch die Wachstums-
und Entwicklungsprozesse des Organismus besonders hoch. Hirnareale, welche sich in einer
Wachstumsphase befinden, besitzen eine wesentlich hohere metabolische Aktivitdt und beno6tigen
mehr Sauerstoff. Eine Anderung der Himodynamik durch die HLM wirkt sich in diesen Bereichen
besonders negativ aus (Chugani et al. 1998, Hoffmann et al. 2013). Das Gehirn des Kindes reagiert
hoch-sensibel auf Einflisse wie z.B. Entziindungsmediatoren und Hypoxie. Neben einer hohen
Stoffwechselrate ist auch die noch nicht ausgereifte Vaskularisation des kindlichen Gehirns ein
limitierender Faktor (Johnson 2001). Durch kardiochirurgische Eingriffe und Einsatz der Herz-Lungen-
Maschine steigt das Risiko fir Defizite beziiglich der neurologischen Entwicklung und die Entstehung

subtiler neurokognitiver Dysfunktionen (Bellinger et al. 2011, Calderon et al. 2010).

In einer experimentellen Studie an Nagetieren von Mackensen et al. (2001) konnten zerebrale
Dysfunktionen nach Einsatz einer HLM bewiesen werden. In einer Studie (Schweinemodell) von Téth
et al. (2006) konnte gezeigt werden, dass durch den Einsatz einer Herz-Lungen-Maschine Schaden an
den Zellen im Hippocampus (Gyrus dentatus, Cornu ammonis CA1-CA3), des prafrontalen Cortex und
im Cortex des Cerebellums entstehen kénnen. Die Arbeitsgruppe von Walther et al. (2013)
demonstrierte anhand eines Ferkelmodells, dass insbesondere die Hippocampusformation sensibel
auf Hypothermie und niedrige Perfusionsraten wahrend Einsatz der Herz-Lungen-Maschine reagiert.
Blue et al. (2014) kamen in ihrer Studie (Hundemodell) zu dem Schluss, dass eine Schadigung der
Neuronen in Form von Apoptose und Nekrose entstehen kann und Bereiche wie Hippocampus,

Amygdala und Nucleus caudatus besonders betroffen sind.

Um die Auswirkungen der extrakorporalen Zirkulation auf das Gewebe des Hippocampus zu

analysieren, standen folgende Untersuchungsmaterialien und -methoden zur Verfligung:
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-Paraffinschnitte des Hippocampus fir histologische und immunhistochemische Farbungen,
- RP-HPLC fiir Messungen des ATP/ADP-Verhaltnis im Hippocampus,
- Proben der Blutgasanalyse fiir Bestimmung des arteriellen Laktat-Wertes und

- arterielle Blutproben.

Vor allem durch die immunhistochemischen Farbemethoden war es moglich, Faktoren fir Hypoxie,
oxidativen Stress, Einleitung der Apoptose, bzw. des Zelluntergangs lber den Parthanatos-Weg
nachzuweisen. Die vorliegenden Ergebnisse sollen zeigen, ob Modifikationen des Blutflusses der HLM
oder die Verwendung des Medikaments Minozyklin mogliche Schaden im Gewebe des Hippocampus

reduzieren kénnen.

5. 1 Tiermodell und Versuchsaufbau

Als Versuchstiere wurden Ferkel der Rasse ,,Angler-Sattelschwein” gewahlt. Das Schwein gilt seit langer
Zeit als standardisiertes Tiermodell (Smith et Swindle 2006) und wird bis zum heutigen Zeitpunkt fir
Modell-Operationen am Kiefer, in der Abdominal-/ Thoraxchirurgie und der Herzchirurgie (Kudlicka et
al. 2015, Mardas et al. 2014, Kotoulas et al. 2014) verwendet. In der Kinderherzchirurgie wurde das
Schwein als Versuchsmodell bereits 1972 durch Berry beschrieben. Fir die durchgefiihrten
Operationen und die Verwendung der Herz-Lungen-Maschine war es wichtig, ein Tiermodell zu
wihlen, welches Ahnlichkeiten in Anatomie und Physiologie zum menschlichen Organismus aufweist.
Der Mensch, als auch das Schwein sind omnivor (Dauborn 2004a). Die GréRe, Form und der
grundsatzliche Aufbau vieler Organe (Herz, Lunge, Niere und Gehirn) und das Herz-Kreislauf-System
beim Schwein zeigen Parallelen zum menschlichen Organismus auf (Swindle 2011, Dauborn 2004b).
Bei Untersuchungen in der vergleichenden Anatomie wird deutlich, dass im Aufbau und der Funktion
des limbischen Systems und insbesondere der Hippocampusformation im Gehirn des Schweines
Analogien zum menschlichen Organismus vorhanden sind (Nickel et al. 2004). Trotz dessen, das
zahlreiche Studien in der Literatur das Schwein als geeignetes Tiermodell beschreiben, ist die absolute
Ubertragbarkeit der Ergebnisse der experimentellen Studien auf den menschlichen Organismus nur
mit Einschrankungen moglich. Um den Pathomechanismus von Komplikationen wahrend einer
extrakorporalen Zirkulation zu evaluieren, ist ein standardisiertes Tiermodell jedoch unerldsslich. Die
Arbeitsgruppe von Abdul-Khalig untersuchte 2001 die Durchfiihrbarkeit eines neonatalen
Schweinemodells, um neuronale Veranderungen in Folge einer extrakorporalen Zirkulation zu
indentifizieren. Hierflir wurden 10 Ferkel an eine Herz-Lungen-Maschine mit anschlieRenden Herz-

Kreislaufstillstand fiir 60 Minuten angeschlossen (Flussrate 200-250 ml/kg/min, tiefe Hypothermie von
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14°C). Nach Reperfusion und Wiedererwidrmung, sowie 6 Stunden postoperativer Uberwachung
folgten umfangreiche histologische und immunhistochemische Untersuchungen des Gehirns (u.a.
Hippocampus: CA1-CA4 und Gyrus dentatus). Die Ergebnisse zeigten, dass mit diesem Schweinemodell
Untersuchungen fiir das Verstandnis der biochemischen Prozesse wahrend der HLM-Zeit moglich sind.
Des Weiteren gibt es mehrere 6konomische Aspekte, welche ebenso zur Wahl eines geeigneten
Tiermodells beitragen: unkomplizierte Haltung und Zucht, schnelles Wachstum, gute Fruchtbarkeit
und geringe Haltungskosten.

Fiir den Versuchsaufbau war es wichtig, standardisierte und etablierte Methoden, sowie chirurgische
Vorgehensweisen zu wahlen, welche auch in der klinischen Praxis routinemaBig angewendet werden.
Ein wichtiger Punkt hierbei ist die Wahl des pH-Wert-Managements. In der Literatur existieren
zahlreiche Studien zu diesem Thema, welche bis zum heutigen Zeitpunkt beziglich der Wahl der
geeigneten Methode kontrovers diskutiert werden. Grundsatzlich stehen in der Klinik zwei Methoden
zur Verfigung: alpha-stat und pH-stat. Mit ersterem Vorgehen wird der pH-Wert des Blutes
unabhangig der aktuellen Temperatur des Organismus bei 37 °C gemessen und auf den Normwert
zwischen 7,35 — 7,45 eingestellt. Mit sinkender Korpertemperatur kommt es somit zu einer
respiratorischen Alkalose. Mit der pH-stat-Methode wird der pH-Wert bei der aktuellen
Korpertemperatur des Versuchstieres gemessen und auf die Normwerte eingestellt. Die vorliegende
Studie orientierte sich bei der Kontrolle des pH-Wertes an der alpha-stat-Methode aus folgenden
Griinden: Es ist nachgewiesen, dass mit dieser Vorgehensweise der zerebrale Blutfluss sinkt. Die
Autoregulation des Gehirns fir die Durchblutung des zerebralen Gewebes wird jedoch beibehalten. Es
wurde nachgewiesen, dass mit der alpha-stat -Methode der zerebrale Blutfluss niedriger ist als bei
Anwendung der pH-stat-Methode, jedoch konnten keine Anzeichen einer zerebralen Hypoperfusion
gemessen werden (Halstead et al. 2005). Mit Anwendung der pH-stat-Methode kommt es zu einer
zerebralen Vasodilatation, welche wiederum mit einer besseren Versorgung des Gewebes mit
Sauerstoff assoziiert wird (Duebener et al. 2002). Jedoch konnte auch ein starkerer Verlust der
zerebralen Autoregulation (Venn et al. 1995) festgestellt werden. Die Vorteile der pH-stat-Methode
werden in der Literatur in Zusammenhang mit einer tiefen Hypothermie (18-20 °C) und niedrigen
Blutflussrate (bis maximal 50 ml/Minute/kg KM) der Herz-Lungen-Maschine beschrieben (Pirzadeh et
al. 2011) und haufig bei Operationen mit tiefer Hypothermie und Herzkreislaufstillstand (deep
hypothermic circulatory arrest, DHCA) verwendet (Williams et Ramamoorthy 2007). Fiir den
Versuchsaufbau dieser Studie wurde jedoch eine moderate Hypothermie von 28 °C und eine
Blutflussrate von 100 ml/Minute/kg KG gewdhlt, sodass diese genannten Ergebnisse nicht ohne
weiteres Ubertragen werden kénnen. Nauphal et al. untersuchten in ihrer Studie von 2007 mittels
zerebraler Oxymetrie die Sauerstoffsattigung im zerebralen Gewebe an 14 adulten Patienten, welche

unter moderater Hypothermie und Herz-Lungen-Maschine operiert wurden und kamen zu dem
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Ergebnis, dass mit der alpha-stat-Methode das Risiko einer Luxusperfusion niedriger ist. Die
Untersuchungen von Piccioni et al. 2004 ergaben keine Unterschiede hinsichtlich der Gewebsperfusion
beim Vergleich der beiden pH-Wert-Messmethoden, wenn wahrend des kardiochirurgischen Eingriffes
eine moderate Hypothermie (32 °C) gewahlt wird.

Mit sinkender Korpertemperatur verringert sich die Stoffwechselrate und die Aktivitat in den
Mitochondrien der Zellen ist vermindert. Dadurch wird weniger Sauerstoff im Gewebe bendétigt und
energiereiche Phosphate wie ATP in geringeren Mengen verbraucht. Bei einer moderaten
Hypothermie zwischen 25 — 35 °C reduziert sich die zerebrale Flussrate (CBF) um 6,7 % pro 1 °C
Temperaturabsenkung (Tzanova et Kerz 2012). In ihrer Studie am Schweine-Modell berichteten Qing
et al. (2001) dass eine moderate Hypothermie wahrend der HLM anti-inflammatorische Effekte besitzt
und folglich postoperativ weniger Organschaden zu erwarten sind (24 Schweine, 3 Gruppen: Gruppe 1
mit einer Kérpertemperatur von 37 °C, Gruppe 2 mit moderater Hypothermie von 28 °C und in Gruppe
3 mit tiefer Hypothermie von 20 °C). Die Versuchstiere, bei denen wiahrend der OP eine moderate
Hypothermie angewandt wurde, zeigten mit Abstand die wenigsten Organschiaden (Herz, Lunge,
Leber, Niere und Darm). TNF-alpha und die Anzahl der Leukozyten stiegen nicht deutlich an. Das anti-
entziindlich wirkende Zytokin Interleukin 10 wurde in diesen Versuchstieren verstarkt exprimiert.
Wiederum konnten andere Autoren keinen positiven Einfluss einer moderaten Hypothermie auf die
Inflammationsreaktion als Folge der Anwendung einer Herz-Lungen-Maschine nachweisen. Birdi et al.
(1999) untersuchten 45 Patienten (3 Gruppen: HLM und Hypothermie (n=15, 28 °C), HLM und
moderate Hypothermie (n=15, 32 °C), HLM und Normothermie (n=15, 37 °C)). Es wurden verschiedene
Marker fir das Vorhandensein einer Inflammationsreaktion gemessen und ausgewertet (u.a.
neutrophile Elastase, Interleukin 8 und C3d, IgG). Es konnte in keiner Gruppe ein signifikanter
Unterschied gemessen werden. In einer multiinstitutionalen Studie aus Nordamerika von Kotani et al.
(2013) berichten die Autoren, dass trotz einer hohen Variabilitdt bei der Wahl der Methoden zum
Schutz des Gehirns und des Myokards bei kardiochirurgischen Eingriffen die moderate Hypothermie
(26-30 °C) die am haufigsten gewéahlte Methode bei Neugeborenen und Kindern darstellt. Wird zur
Messung des pH-Wertes die alpha-stat-Methode gewdhlt und eine moderate Hypothermie
durchgefiihrt, kann dies zu einer Neuroprotektion beitragen (Venn et al. 1995, Stephan et al. 1992).
Im vorliegenden Versuchsaufbau verwendete man als kardioplegische Losung zur Auslésung des
Herzstillstands eine kristalloide Kardioplegie nach Bretschneider, welche auch im klinischen Alltag
routinemaRig angewandt wird. Vorteil dieser Kardioplegie-Losung ist die einmalige Gabe bei Anschluss
an die Herz-Lungen-Maschine. Bei Verwendung von Blut-Kardioplegie-Losungen werden deutlich
groBere Volumina und u.U. Nachinjektionen erforderlich (Chen et al. 2013).

Eine weitere wichtige Komponente zur Neuroprotektion stellt die Verwendung eines

Membranoxygenators und des Arterienfilters dar. Mikroembolien, entstanden im Schlauchsystem der
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HLM durch Fibrin-Ablagerungen, gel6ste Silikon-Partikel oder kleine Luftblaschen waren u.a.
Hauptgrinde fiir postoperative Schaden am Gehirn. Mit fortschreitenden klinischen Einsatz der HLM
berichteten mehrere Autoren Uber eine deutliche Reduktion dieser Risiken, wenn wahrend der
Operation Membranoxygenatoren und Arterienfilter eingesetzt werden (Solis et al. 1975, Aberg et
Kihlgren 1977). Heutzutage sind diese ein fester Bestandteil der Herz-Lungen-Maschine, sowohl im
klinischen Alltag, als auch in vielen Studien-Designs zu Untersuchungen der Blutflussraten wahrend der
extrakorporalen Zirkulation (O’Neil et al. 2012, Sharma et al. 2000).

Beeinflussbare Faktoren wahrend der extrakorporalen Zirkulation (u.a. pH-Management, Hypothermie
wahrend der HLM-Zeit, verwendete Kardioplegie-Losung und die Verwendung eines
Membranoxygenators und Arterienfilter) wurden fir das Tiermodell der vorliegenden Arbeit so
gewadhlt, dass keine zusatzlichen Schaden im Gehirn des Versuchstieres provoziert, sondern
weitesgehend minimiert werden. Die Aufzeichnungen der Vitalparameter und der Blutgasanalyse bzgl.
pH, pCO,, pO; und BE zeigen, dass bei allen Ferkeln wahrend der Versuchsdurchfiihrung keine
Entgleisung des Sdure-Basen-Haushaltes entstanden sind, sowie alle Vitalparameter im Normbereich
blieben. Alle 5 Versuchsreihen durchliefen das gleiche OP-Procedere (siehe 3.2). Fir die Ferkel, welche
wahrend des Versuches an die Herz-Lunge-Maschine angeschlossen wurden, kam das gleiche HLM-
Gerat mit Rollerpumpe und entsprechendem Schlauchsystem zum Einsatz. Durch Anbringen einer
Zusatzsteuerung an der Rollerpumpe wurde ein pulsatiler Blutfluss fir die Ferkel der Gruppe ,,HLM

|ll

pulsatil” induziert. Damit sind die Untersuchungsergebnisse ausschliefSlich Folgen des veranderten

Blutflusses und nicht auf unterschiedliche HLM-/ Pumpen-Systeme zurtickzufiihren.

5. 2 Blutproben

In einer Tierstudie (Lammmodell) von Cavaglia et al. (2004) wurden die Auswirkungen der HLM (nicht-
pulsatil, Normothermie) und des tiefen hypothermen Herz-Kreislaufstillstands auf die Funktion der
Blut-Hirnschranke untersucht. Die Autoren kamen zu dem Schluss, dass sowohl die Operation mit Herz-
Lungen-Maschine als auch der tiefe hypotherme Herz-Kreislaufstillstand zu einer Dysfunktion der Blut-
Hirnschranke fihren konnen. Durch eine erhdhte Permeabilitdt gelangen Serumproteine (u.a.
Albumin) aus dem Blut in den extravaskuldren Raum. In diesem Tiermodell wurde infolge eines tiefen,
hypothermen Herz-Kreislaufstillstands die Funktion der Blut-Hirnschranke starker negativ beeinflusst
als durch die Verwendung der Herz-Lungen-Maschine unter normothermen Bedingungen.

Wiederum fanden Okamura et al. (2010a) in einer Tierstudie (Ferkelmodell) heraus, dass der Einsatz
der Herz-Lungen-Maschine (nicht-pulsatil und ,fullflow”) unter normothermen (37 °C) Bedingungen

keine Veranderungen des Albumin-Wertes im Plasma, bzw. Liquor hervorruft. Wird bei Verwendung
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der Herz-Lungen-Maschine die Blutflussrate reduziert (,,lowflow”) und herrschen hypotherme (25 °C)
Bedingungen, so erhdhte sich in diesem Tiermodell die Permeabilitat der Blut-Liquor-Schranke. In einer
weiteren Versuchsreihe (Okamura et al. 2010b) mit tiefem hypothermen Herz-Kreislaufstillstand
konnte ebenfalls eine Dysfunktion der Blut-Liquor-Schranke beobachtet werden.

Ein Verlust an Aloumin im Blut ist u.a. Merkmal einer systemischen Entziindungsreaktion und nur dann
moglich, wenn natlrliche Barrieren im Korper, wie z.B. die Blut-Hirn-Schranke, pathologisch fir
Albumin durchldssig werden. Bei einer nicht intakten Blut-Hirn-Schranke ware Albumin zusatzlich im
zerebralen Gewebe nachweisbar (Miclescu et al. 2010). Ob es tatsachlich zu einer Beeintrachtigung
der Blut-Hirn-Schranke aufgrund der extrakorporalen Zirkulation kam, ist mit den durchgefiihrten
Untersuchungsmethoden nicht nachweisbar.

Kommt es zu einer Dysfunktion der Blut-Hirn-Schranke, kann die Intensitat postoperativer Hirnschaden
negativ beeinflusst werden (Moody 2006). In einer prospektiven klinischen Studie von Baranyi et
Rothenhausler 2012 konnte gezeigt werden, dass Patienten mit niedrigsten Werten fir Aloumin im
Serum ein erhohtes Risiko fur die Entstehung eines postoperativen Deliriums aufwiesen. In einer
klinischen Studie von Alkan-Bozkaya et al. (2013) wurde herausgefunden, dass mit einem pulsatilem
Blutfluss wahrend der HLM postoperativ hhere Albumin-Werte im Serum erreicht werden, als bei
einer nicht-pulsatilen Perfusion. In der vorliegenden Arbeit am Ferkelmodell konnte kein Unterschied

zwischen diesen beiden Blutfluss-Methoden gemessen werden.

Die Leukozyten und deren Aktivierung sind mafRgeblich an einer moglichen Inflammationsreaktion
infolge der extrakorporalen Zirkulation beteiligt, wobei neutrophile Granulozyten in den ersten 6 bis
24 Stunden postoperativ vorherrschend sind. Weiterhin kommt es zur Freisetzung
proinflammatorischer Zytokine (u.a. TNF-alpha, Interleukin-1, Interleukin-6 und Interleukin-8), welche
hauptsachlich von Makrophagen, Lymphozyten und auch Endothelzellen produziert werden
(Francischetti et al. 2010).

In einer Arbeit von Engels et al. 2014 (Rattenmodell) wurde gezeigt, dass infolge der extrakorporalen
Zirkulation eine Leukozytose und erhéhte Produktion von Interleukin-6 und TNF-alpha als Zeichen
eines SIRS (systemic inflammatory response syndrome) entstehen kdnnen.

Ein Anstieg der Leukozyten-Anzahl nach Verwendung einer Herz-Lungen-Maschine wurde in der
vorliegenden Arbeit am Ferkelmodell nicht ersichtlich. Das Tiermodell in der Arbeit von Engels und
Mitarbeitern unterscheidet sich weiterhin beziiglich des Versuchsaufbaus: Zusatzlich zur Herz-Lungen-
Maschine wurde ein tiefer hypothermer Herz-Kreislaufstillstand fiir 45 Minuten bei 15 °C induziert.

In einer klinischen Studie von Allan et al. (2010) wurden 93 Patienten nach einem kardiochirurgischen
Eingriff (HLM und nicht-pulsatiler Blutfluss) untersucht: Bis 24 Stunden nach der Operation wurde ein

Anstieg der Zytokine Interleukin-6 und Interleukin-8 nachgewiesen.
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In der vorliegenden Arbeit wurden die Blutproben direkt nach der Rekonvaleszenzzeit postoperativ
entnommen. Moglicherweise war der Zeitpunkt zu frilh, um eine ausgepragte systemische
Inflammationsreaktion infolge des kardiochirurgischen Eingriffes mit HLM in Form einer Leukozytose
nachzuweisen. Fir die Untersuchung einer moglichen Inflammationsreaktion, miisste neben der
Leukozyten-Anzahl u. a. auch die Aktivitat der weilen Blutkdrperchen (Produktion von Zytokinen)

ndher bestimmt werden (Onorati et al. 2010).

Um zu untersuchen, ob es infolge der extrakorporalen Zirkulation zu einer anaeroben Stoffwechsellage
kam, wurden die prd- und postoperativen Laktat-Werte im Serum bestimmt. In allen drei HLM-
Gruppen erhéhten sich die Laktat-Werte.

O’Neil und Mitarbeiter kamen in ihrer Studie (2012) zu ahnlichen Ergebnissen: Die Untersuchung von
jeweils 10 Patienten (HLM und nicht-pulsatiler bzw. pulsatiler Blutfluss, Hypothermie 32 °C-34 °C)
ergab, dass in beiden Gruppen die Werte fiir Laktat postoperativ erhoht sind. Spitzenwerte werden in
der HLM-Gruppe mit nicht-pulsatilem Blufluss erreicht. Allerdings wurden in dieser klinischen Studie
ausschlieBlich Hochrisiko-Patienten untersucht.

Die Arbeitsgruppe von Karaci et al. (2011) untersuchte 60 padiatrische Patienten, unterteilt in 4
Gruppen (HLM mit pulsatilen Blutfluss und Normothermie (35 °C), bzw. Hypothermie (25 °C), sowie
HLM mit nicht-pulsatilen Blutfluss und Normothermie (35 °C) bzw. Hypothermie (25 °C)). Es gab keine
Unterschiede beziiglich der Laktatproduktion zwischen den 4 Versuchsreihen. Diese Beobachtungen
gehen mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit am Ferkelmodell einher.

Kommt es intraoperationem zu einer Hyperlaktatamie, steigt die postoperative Morbiditats- und

Mortalitatsrate (Noval-Padillo et al. 2011, Alves et al. 2012).

5. 3 Herz-Lungen-Maschine und nicht-pulsatiler Blutfluss versus pulsatiler Blutfluss

Bereits mit der histologischen Farbemethode Hamatoxylin-Eosin konnten Unterschiede in der
Zellmorphologie zwischen den Versuchsgruppen veranschaulicht werden. Die Untersuchungen
bezogen sich auf die Eigenschaften Odem, Eosinophilie und Pyknose. Die Ausbildung eines Zellddems
kann u.a. dann entstehen, wenn das physiologische Volumen innerhalb der Zelle nicht mehr
aufrechterhalten werden kann. Die intrazelluldar hohe Konzentration von Kalium-lonen und niedrige
Konzentration von Natrium-lonen im Vergleich zum extrazellularen Raum wird mafgeblich durch eine
membranstandige Natrium-Kalium-lonenpumpe realisiert. Dieser aktive lonen-Transport ist
energieabhangig. Kommt es zu einem Sistieren des Transport-Prozesses, erfolgt ein Ausgleich der

Kalium- und Natrium-lonen zwischen dem intra- und extrazellularen Raum in Form der passiven
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Diffusion. Da hochmolekulare Substanzen, wie z.B. Proteine nicht durch die Zellmembran diffundieren
kénnen, erhoht sich der intrazelluldre osmotische Druck, wodurch es zu einem Einstrom von Wasser
in die Zelle kommt (Khanna et al. 2014, Song et al. 2014).

Die Gewinnung der Gewebsproben fiir die Hamatoxylin-Eosin-Farbung erfolgte in der vorliegenden
Arbeit direkt nach Abschluss der Rekonvaleszenzzeit (240 Minuten). In der HLM-Gruppe mit nicht-
pulsatilem Blutfluss wurden vermehrt Pyramidenzellen mit Odem-Bildung mikroskopisch sichtbar.
Die Arbeitsgruppe von Abdul-Khalig et al. (2001) untersuchte in ihrer Studie (Ferkelmodell) ebenfalls
die Auswirkungen der extrakorporalen Zirkulation auf verschiedene Bereiche des Gehirns mittels
histologischer Farbemethoden. Hamatoxylin-Eosin-Farbungen der Gewebsproben des Hippocampus
zeigten 6dematose Schwellungen v.a. der perivaskuldren Raume und Astrogliazellen — Neurone waren
weniger stark betroffen. Allerdings wurde in diesem Versuch zuséatzlich zur Verwendung der Herz-
Lungen-Maschine ebenfalls ein tiefer hypothermer Herz-Kreislaufstillstand induziert. Weiterhin wurde

die Entnahme der Gewebsproben in dieser Studie 6 Stunden postoperativ durchgefiihrt.

Histologische Untersuchungen des Hippocampus mittels Hamatoxylin-Eosin von Téth et al. 2006
(Ferkelmodell) fuhrten zu der Annahme, dass durch die Verwendung der Herz-Lungen-Maschine
(nicht-pulsatiler Fluss) u.a. die Pyramidenzellen geschadigt werden kénnen. Die histologischen
Farbungen zeigten jedoch nur eine geringe Anzahl an pyknotischen Zellen ohne groRe Differenz zur
Kontrollgruppe in dieser Studie.

Die vorliegende Arbeit kam zu einer dhnlichen Aussage: Unabhangig der gewahlten Blutfluss-Methode
wahrend der extrakorporalen Zirkulation konnten nur wenige Pyramidenzellen mit Pyknose, bzw.
Eosinophilie des Zytoplasmas detektiert werden.

Eine eosinophile Degeneration mit anschlieBender Zellschrumpfung, bzw. Kernpyknose tritt friihestens
4 - 6 Stunden nach dem gesetzten Schaden auf. Teilweise kdonnen diese morphologischen
Zellanderungen auch erst nach 12 - 18 Stunden lichtmikroskopisch sichtbar werden (Kuchelmeister
2012, Garman 2011, Pfeiffer 1984). Die Gewebsentnahme erfolgte in vorliegendem Versuchsaufbau
direkt nach Abschluss der Rekonvaleszenzzeit, also nach 240 Minuten. Die Zeitspanne von 4 Stunden
war moglicherweise nicht ausreichend, um die Zellveranderungen ,Eosinophilie” und ,Pyknose”
eindeutig und differenziert nachweisen zu kdénnen. Dass in den Zellen des Hippocampus eine
Hypereosinophilie in Folge einer extrakorporalen Zirkulation entstehen kann, zeigt die Arbeit von
Kerendi et al. 2005 (Ferkelmodell): Die Verwendung einer Herz-Lungen-Maschine mit nicht-pulsatilem
Blutfluss flhrte zu histologischen Veranderungen der Zellen des Hippocampus (u.a. Hypereosinophilie
und Gewebsnekrose). Limitierend wirkt sich jedoch aus, dass fiir diese Versuchsreihe zuséatzlich ein
tiefer hypothermer Herz-Kreislaufstillstand induziert wurde. Die Gewinnung der Gewebsproben

erfolgte in dieser Studie nach einer Uberlebenszeit der Versuchstiere von 6 Tagen.
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Ergebnisse aus der Arbeit von Blue et al. 2014 (Hundemodell) bestdtigen die Annahme, dass
nekrotische Zellveranderungen, wie z.B. Pyknose des Zellkerns erst mehrere Stunden (24 Stunden)
postoperativ histologisch nachweisbar sind.

Die Studie von Anstadt et al. 1991 (Hundemodell) unterstiitzen die Ergebnisse aus der vorliegenden
Arbeit: Durch einen pulsatilen Blutfluss wahrend der extrakorporalen Zirkulation (moderate
Hypothermie) wird der Grad der Zellschadigung der Neurone des Hippocampus abgemildert. Flr die
histologische Untersuchung wurde jedoch ausschlieBlich die CAl-Region des Cornu ammonis
betrachtet. Des Weiteren erfolgte auch hier die Probenentnahme nach einer Uberlebenszeit von 8
Tagen.

Zellulare Verdanderungen im CA1- und CA3-Areal des Cornu ammonis in Form von Hypereosinophilie
und Pyknose nach Einsatz der Herz-Lungen-Maschine (nicht-pulsatiler Blutfluss) wurden in einer Arbeit
von de Lange et al. 2008 (Rattenmodell) beschrieben. Allerdings wurden auch hier die Hamatoxylin-
Eosin-Farbungen nach einer Uberlebenszeit der Versuchstiere von 9 Tagen durchgefiihrt.

Die Ausbildung eines Zellédems infolge einer sistierenden Natrium-Kalium-lonenpumpe setzt voraus,
dass fur den aktiven Transportprozess intrazelluldr nicht genigend Energie in Form von ATP
bereitgestellt werden kann. Die Herstellung des energiereichen Phosphats ATP erfolgt tGber die
Atmungskette und oxidative Phosphorylierung in den Kompartimenten der Mitochondrien. Kommt es
zu einem Sauerstoffmangel innerhalb der Zelle, kénnen die frei gewordenen Elektronen des Komplex
IV nicht an den molekularen Sauerstoff abgegeben werden und der fiir die oxidative Phosphorylierung
benotigte Protonengradient kommt zum Erliegen. Folglich ist die Phosphorylierung von ADP zu ATP
durch den Enzymkomplex ATP-Synthase verhindert.

Durch den immunhistochemischen Nachweis von HIF 1-alpha sollte untersucht werden, ob es wahrend
des kardiochirurgischen Eingriffes mittels Herz-Lungen-Maschine zu einer Hypoxie in den
Pyramidenzellen des Hippocampus kam. Mit dem Nachweis des Faktors HIF 1-alpha kann die Reaktion
der Zellen auf eine Minder-Durchblutung und reduziertem Sauerstoffangebot im Gewebe bewiesen
werden (Tsai et al. 2011, Semenza 2000). Die Ergebnisse der vorliegenden Studie fiihren zu der
Annahme, dass durch den Einsatz der Herz-Lungen-Maschine (nicht-pulsatiler Blutfluss) die
Sauerstoffversorgung der Pyramidenzellen des Hippocampus beeintrachtigt wird. Eine pulsatile
Perfusion fiihrte in der vorliegenden Studie zu einer verminderten Aktivierung von HIF 1-alpha.

In der Arbeit von Chiral et al. 2004 (neonatales Schweinemodell) konnte eine gesteigerte HIF 1-alpha-
Expression im Gewebe des Hippocampus der Versuchstiere unter Hypoxie-Bedingungen nachgewiesen
werden. Erhohte Konzentrationen dieses Faktors waren auch mehrere Stunden nach Beendigung der
induzierten Hypoxie messbar.

Zu dhnlichen Ergebnissen kam die Arbeitsgruppe Yu et al. 2011. Nach Induktion einer Ischamie (mittels

bilateraler Okklusion der A. carotis) am Rattenmodell konnten bis zu 4 Wochen postoperativ eine
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gesteigerte Expression von HIF 1-alpha im Hippcampus der Versuchstiere nachgewiesen werden (CA1,
CA3 und Gyrus dentatus). Die Autoren dieser Studie kamen zu dem Schluss, dass durch die plotzliche
Reduktion des zerebralen Blutflusses HIF 1-alpha vermehrt in den Zellen exprimiert wird.

Neben einer Gewebsischamie mit nachfolgender Hypoxie kann auch eine vermehrte Bildung reaktiver
Sauerstoffspezies (ROS) HIF 1-alpha stabilisieren, bzw. aktivieren (Goyal et al. 2004, Chandel et al.
2000).

Es ist nachgewiesen, dass nach Abschluss der extrakorporalen Zirkulation und mit Beginn der
Reperfusionsphase die Bildung von ROS durch erhéhten oxidativen Stress gesteigert ist (Zakkar et al.
2015).

Die Ursachen fiur die erhéhte Aktivitat von HIF 1-alpha in der vorliegenden Studie sind moglicherweise
zum einen der verdnderte Blutfluss (bei nicht-pulsatiler Perfusion) zu Beginn der extrakorporalen
Zirkulation und zum anderen die erhohte Bildung von ROS wahrend der Rekonvaleszenzzeit. Eine
pulsatile Perfusion flihrte zu keiner gesteigerten HIF 1-alpha-Expression — die Blutzufuhr wurde

weniger stark beeintrachtigt, wodurch es zu keiner ausgepragten Hypoxie im Hippocampus kam.

Die Wahl der Perfusionsmethode kann erheblichen Einfluss auf die Blutzufuhr der verschiedenen
Gewebe wahrend der extrakorporalen Zirkulation nehmen. Bereits 1999 untersuchte die
Arbeitsgruppe von Undar et al. (Ferkelmodell) mittels Mikrospharentechnik mit Radionukleotiden die
regionale und globale Durchblutung des Gehirns wahrend der extrakorporalen Zirkulation mit
pulsatiler bzw. nicht-pulsatiler Perfusion und tiefem hypothermen Herz-Kreislaufstillstand. Sowohl die
linke als auch die rechte Hemisphare zeigten mit pulsatilem Blutfluss eine bessere Durchblutung. In
einer Studie von Inamori et al. 2013 (Rattenmodell) konnten die Autoren zeigen, dass bei einer
pulsatilen Perfusion wahrend des Einsatzes der Herz-Lungen-Maschine auch der Druchmesser der A.
carotis interna grofer war, als bei Anwendung einer nicht-pulsatilen Perfusion. Die Autoren
vermuteten, dass durch die zerebrale Vasodilatation ebenso die Mikrozirkulation positiv beeinflusst
wird. Ob neben einer glinstigeren Durchblutung auch die tatsdchliche Sauerstoffversorgung der
Gewebe wahrend der extrakorporalen Zirkulation mit pulsatilem Blutfluss positiv beeinflusst werden
kann, untersuchten Su et al. 2011 in einer klinischen Studie. Die Ergebnisse (Untersuchungen erfolgten
mittels Nahinfrarotspektroskopie — NIRS) bestatigten, dass mit pulsatiler Perfusion die zerebrale
Sauerstoffsattigung weniger stark abfallt, als mit der laminaren Blutflussmethode.

Demgegenliiber stehen die Ergebnisse der Arbeitsgruppe Grubhofer et al. 2000. In einer klinischen
Studie wurden sowohl ein pulsatiles, als auch ein nicht-pulsatiles Flussmuster fiir jeweils 10 Minuten
induziert. Mittels NIRS konnte ein Anstieg von Deoxyhdamoglobin bei beiden Flussprofilen detektiert
werden. Differenzen der Konzentration von Oxyhdamoglobin wurden ebenfalls nicht gemessen.

Limitierend in dieser Studie ist moglicherweise jedoch die kurze Versuchszeit von wenigen Minuten.
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Bei einem zeitlich langer andauernden Versuch waren gegebenenfalls Differenzen zwischen beiden

Flussprofilen entstanden.

Zhao et al. 2011 konnten in ihrer klinischen Studie in der Kinderherzchirurgie nachweisen, dass bei
Verwendung einer pulsatilen Perfusion intraoperationem die zerebrale Sauerstoffsattigung deutlich
erhoht ist gegentliber der konventionellen, laminaren Blutflussmethode. Weiterhin verbesserte sich
die Mikrozirkulation. Es wurde aber auch ein erhdhtes Risiko fiir die Entwicklung einer Hiamolyse durch
den pulsatilen Blutfluss festgestellt (freies Hdmoglobin im Plasma bei der Gruppe mit pulsatiler

Perfusion erhoht). Untersucht wurden 40 padiatrische Patienten mit Fallot’scher Tetralogie.

Die Serinprotease cleaved Caspase 3 wird in zahlreichen Studien verwendet, um apoptotische Zellen
nachzuweisen, die auf einen hypoxisch-ischamischen Schaden zuriickzufiihren sind (Takada et. al 2015,
Ness et al. 2008, Plesnila 2004, Rami 2003). In Anlehnung an die Ergebnisse der vorliegenden Studie
konnten Pastuszko et al. 2009 dhnliche Beobachtungen veroffentlichen. Allerdings wurde in diesem
Ferkelmodell zusatzlich ein tiefer hypothermer Herz-Kreislaufstillstand (30 Minuten) zu Beginn der
extrakorporalen Zirkulation (nicht-pulsatiler Blutfluss) induziert und die Blutflussrate lag
durchschnittlich bei 20 ml/kg/min. Pastuszko und Mitarbeiter fanden heraus, dass Zellen mit dem
Faktor cleaved Caspase 3 bereits 2 bis 3 Stunden postoperativ im Gewebe des Hippocampus messbar
waren. Trotz der hoheren Blutflussrate von 100 ml/kg/min in der vorliegenden Arbeit wurden in der
Versuchsgruppe mit nicht-pulsatilem Blutfluss ebenfalls verstadrkt Zellen mit cleaved Caspase 3 im

Hippocampus mikroskopisch sichtbar.

Dass es zur Einleitung der Apoptose liber den caspase-abhangigen Weg wahrend der extrakorporalen
Zirkulation kommt, wurde u. a. von Ditsworth et al. 2003 beschrieben (Ferkelmodell): Die Anzahl der
apoptotischen Neuronen war jedoch wahrend des Einsatzes der Herz-Lungen-Maschine (nicht-
pulsatiler Blutfluss und 100 ml/kg/min) deutlich vermindert, als bei Durchfihrung des tiefen
hypothermen Herz-Kreislaufstillstandes. Neurone mit cleaved Caspase 3 wurden v.a. bei letzterer
Methode detektiert. In der Kontrollgruppe, bzw. HLM-Gruppe der Studie von Ditsworth konnten keine
Zellen mit cleaved Caspase 3 nachgewiesen werden. Dies steht im Gegensatz zu den Ergebnissen der
vorliegenden Studie. Allerdings untersuchten Ditsworth und Mitarbeiter hauptsachlich Neurone des
Neocortex und nicht des Cornu ammonis des Hippocampus. Apoptotische Neurone mit Expression von
cleaved Caspase 3 wurden in der Studie von Blue et al. 2014 (Hundemodell) besonders in der Region
des Gyrus dentatus des Hippocampus nachgewiesen. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen,
dass bei einem Ferkelmodell die Pyramidenzellen der CA1- und CA3-Region des Hippocampus den

Faktor cleaved Caspase 3 exprimieren.
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Die Einleitung des Apoptose-Vorgangs kann innerhalb der Neuronen auch (ber den caspase-
unabhangigen Weg erfolgen: Eine wichtige Rolle spielt hierbei das Flavoprotein AIF. Die
Untersuchungen von Zhang et al. 2006 (Rattenmodell) ergaben, dass bei Einsatz der Herz-Lungen-
Maschine (nicht-pulsatiles Flussmuster, moderate Hypothermie) die Werte fiir blc-2 und bax in der
CA1-Region, jedoch nicht in der CA2-, CA3-, CA4-Region erh6ht sind. Weiterhin kam es in dieser Region
zu morphologischen Anderungen innerhalb der Zellen des Hippocampus (u.a. Kernpyknose, irregulire
Kernformen). Wiederum kann AIF in den bax-abhangigen programmierten Zelltod der Neuronen
involviert sein (Cheung et al. 2005). In der vorliegenden Arbeit wurden nicht nur in der CA1-Region,
sondern auch erhéhte Werte fiir AIF in den Pyramidenzellen des CA3-Areals gemessen. Plesnila et al.
2004 induzierten in ihrer Studie am Mausmodell eine Okklusion der mittleren zerebralen Arterie links
(MCAOQ) fur 45 Minuten. Nach vorangegangener fokaler Ischamie kam es 4 Stunden nach dem Versuch
zur Freisetzung von AIF aus den intermembrandsen Raumen der Mitochondrien und Translokation in
den Zellkern. Kernatypien, wie Pyknose und irreguldre Formen wurden erst 8 bis 24 Stunden
postoperativ sichtbar.

In der vorliegenden Arbeit am Ferkelmodell konnte ebenfalls die Translokation von AIF in den Nukleus
nachgewiesen werden — moglicherweise als Folge einer vorangegangenen inaddquaten Durchblutung
des Gewebes (HLM und nicht-pulsatile Perfusion). Da die Proben des Hippocampus direkt nach
Abschluss der Rekonvaleszenzzeit (240 Minuten) entnommen wurden, war die Zeitdauer zu kurz, um
morphologische Anderungen (z.B. Kernpyknose) mittels HE-Firbung nachweisen zu kénnen.
Versuche am Mausmodell von Thal et al. 2011 (induzierte globale zerebrale Ischamie) fiihrten ebenfalls

zu dem Ergebnis der Translokation von AIF in den Zellkern in der CA1-Region des Cornu ammonis.

Die Translokation von AIF in den Nukleus ist u. a. abhangig von Poly-(ADP)-Ribose-Polymerase 1
(PAR(P)-1). Eine iberméRige Aktivierung von PAR(P)-1 fihrt zur Bildung von Poly-(ADP)-Ribose (PAR).
PAR triggert die Freisetzung von AIF aus den Mitochondrien. Transloziert AIF in den Zellkern, kommt
es zur DNA-Fragmentierung und anschlieBendem Zelltod (Wang et al. 2011, Yu et al. 2006, Virag 2005).
PAR(P)-1 wiederum kann durch eine lbermaRige Produktion von ROS und erhéhte intrazelluldre
Calcium-Konzentrationen aktiviert werden. Eine Uberaktivierung von PAR(P)-1 fiihrt zu einem hohen
Energiedefizit (massiver Verbrauch von ATP und NAD") fiir die Zelle (van Wijk et Hagemann 2005, Ha
et Snyder 2000).

In der vorliegenden Studie am Ferkelmodell zeigten die Versuchsgruppen mit dem héchsten Energie-
Verbrauch (niedrige Werte fur das ATP/ADP-Verhiltnis) die meisten Pyramidenzellen mit den Faktoren
PAR und AlIF.

In einem neonatalen Rattenmodell von Joly et al. 2003 konnte ebenfalls PAR als Folge von oxidativen
Stress nach vorangegangener Ischdmie (einseitige MCAO) nachgewiesen werden. Oxidativer Stress

entsteht bei einer UbermaRigen Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies. ROS entstehen
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physiologisch in den Mitochondrien wahrend der oxidativen Phosphorylierung (Boveris et Chance
1973). Ca. 1-3 % des Sauerstoffs wird bei diesem Prozess unvollstandig reduziert. Dadurch entsteht
u.a. Superoxidanion (Kudin et al. 2004). Wahrend Einsatz der Herz-Lungen-Maschine kommt es durch
den Kontakt des Blutes mit den kiinstlichen Oberflachen u. a. zur Aktivierung der polymorphkernigen
Leukozyten (PMNL) mit gesteigerter Bildung von ROS. In der Phase der Reperfusion und Abkopplung
der Herz-Lungen-Maschine ist der Organismus verstarkt oxidativem Stress ausgesetzt und es werden

nochmals exzessiv ROS gebildet (Zakkar et al. 2015).

Als Marker fur oxidativen Stress gilt 3-Nitrotyrosin (Abu-Qare et Abou-Donia 2001). 3-Nitrotyrosin
entsteht, wenn Peroxynitrit (gebildet aus Superoxid-Anion und Nitritoxid) mit Tyrosin-Resten von
Proteinen im Zytosol interagiert (Beckmann et Koppenol 1996). Eine gesteigerte Bildung von 3-
Nitrotyrosin und somit erhdhter oxidativer Stress in Folge der extrakorporalen Zirkulation (nicht-
pulsatiler Blutfluss) wurde auch in der Studie von Hayashi et al. 2004 am Rattenmodell nachgewiesen.
In der Arbeit von Walther et al. 2013 (Ferkelmodell) wurde die CA1-Region des Hippocampus als
sensitive Region detektiert. Mit sinkender Blutflussrate wahrend des kardio-pulmonalen Bypasses
steigt die Produktion von 3-Nitrotyrosin unabhangig der gewdhlten Temperatur wahrend des
operativen Eingriffes.

Die Bildung von 3-Nitrotyrosin in der vorliegenden Studie wurde verstarkt sowohl im CAl-Areal als
auch im CA3-Areal wahrend der extrakorporalen Zirkulation mit nicht-pulsatilen Blutfluss
nachgewiesen. Sowohl die Hohe der Blutflussrate, als auch das Flussprofil nehmen Einfluss auf die
Bildung von 3-Nitrotyrosin (und den entstehenden oxidativen Stress) in den Neuronen des
Hippocampus.

Bei einem nicht-pulsatilen Blutfluss wahrend der extrakorporalen Zirkulation wird weniger Energie an
die Gefalwande weitergeleitet. Der dadurch verminderte endothelial shear stress (ESS) fihrt zu einer
verminderten Nitritoxid-Produktion in den Endothelzellen. Es kommt zu einer Vasokonstriktion und
Neutrophilen-Aktivierung (Lanzarone et al. 2010, Macha et al 1996). Die verminderte Produktion von
Nitritoxid bei Anwendung eines laminaren Flussprofils konnte zu der Annahme fiihren, dass weniger
Peroxynitrit (entstanden aus Superoxid-Anion und Nitritoxid) und folglich weniger 3-Nitrotyrosin in
den Zellen gebildet werden kann. Dies steht im Gegensatz zu der vorliegenden Arbeit, in welcher
hochste Werte fiir 3-Nitrotyrosin in der HLM-Gruppe mit nicht-pulsatilen Blutfluss gemessen wurden.
Moglicherweise hat die verstarkte Bildung von ROS, wie sie nach Leukozyten-Aktivierung bei einem
laminaren Flussprofil beobachtet wurde, einen starkeren Einfluss auf die moégliche Bildung von 3-
Nitrotyrosin (O’Neil et al. 2012). Mehrere Studien haben gezeigt, dass mithilfe einer pulsatilen
Perfusion der endothelial shear stress in den Gefdlizellen weites gehend erhalten werden kann.
Dadurch ist eine verstarkte Produktion von Nitritoxid innerhalb der Endothelzellen méglich, was

wiederum zu einer Vasodilatation fihrt (Nour et al. 2014). Weiterhin sind die Entziindungszeichen bei
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einer pulsatilen Perfusion deutlich abgemildert (Onorati et al. 2010), was zur Folge hat, dass weniger
ROS durch die Neutrophilen-Migration in das umliegende Gewebe gelangen. Da weniger ROS (u.a.
Superoxid-Anion) zur Bildung von u.a. Peroxynitrit vorhanden sind, kdnnen weniger Tyrosin-Reste
innerhalb der Zellen mit Peroxynitrit reagieren. Dadurch kénnte sich die Ausbildung von 3-Nitrotyrosin
vermindern, wie es in der vorliegenden Arbeit in der HLM-Gruppe mit pulsatilem Blutfluss beobachtet

wurde.

Um die Ergebnisse verschiedener Studien besser miteinander vergleichen zu kénnen, wurde bereits
1966 von Shephard und Mitarbeitern der Begriff des energy equivalent pressure (EEP) definiert. Damit
sollte eine moglichst genaue Quantifizierung eines pulsatilen Flussprofils moglich sein.

EEP (in mmHg) kann nach folgender Formel berechnet werden:
EEP=([fx pxdt) /([ fxdt)

f = Pumpenflussrate
p = arterieller Druck

dt = zeitliche Anderung am Ende der Fluss- und Druck-Zyklen (Einordnung in zeitlichen Ablauf)

Da sowohl der Blutfluss, als auch der Druck bei einen pulsatilen Fluss variieren, ist es moglich eine

zusatzliche Energie zu berechnen - surplus hemodynamic energy (SHE — in ergs/cm?3):
SHE = 1,332 x (EEP — mean pressure)

Undar et al. 2011 stellten die Hypothese auf, dass die zusatzliche Energie (SHE) eine verbesserte
Mikrozirkulation in den Organen hervorrufen kann. Durch einen pulsatilen Fluss kann eine héhere
hdamodynamische Energie erreicht werden (Rider et al. 2009). Limitierend auf die Effektivitat der
Pulsatilitat wirken sich jedoch u.U. die einzelnen Komponenten der Herz-Lungen-Maschine aus.
Sowohl die Arbeitsgruppe von Rider et al. 2009, als auch Undar et al. 2011 berichten, dass das
Pumpensystem, der Membranoxygenator und der innere Durchmesser der Aorten-Kaniile, sowie die
arteriellen Filter die Qualitat des Pulses beeinflussen kénnen.

Milano et al. 2013 untersuchten verschiedene Typen von Membranoxygenatoren wahrend ihres
Einsatzes sowohl mit pulsatilem, als auch mit nicht-pulsatilen Blutfluss hinsichtlich der Bildung von
gasformigen Mikroblaschen. Durch eine Pulsatilitdt kann u.U. das Risiko zur Bildung von Mikroblaschen
steigen. Weiterhin zeigte sich, dass durch eine pulsatile Perfusion die Effektivitdt des
Membranoxygenators reduziert werden kann. Der in der vorliegenden Arbeit verwendete Oxygenator
(Lilliput D901) wurde in der Studie von Milano nicht mit untersucht. In allen untersuchten Modellen

konnte die Anzahl der Mikrobldaschen durch Integration zusatzlicher arterieller Filter reduziert werden.
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Andere Autoren kamen zu dem Ergebnis, dass im Vergleich zu anderen Membranoxygenatoren (Capiox
S$X10) durch Verwendung des Oxygenators Lilliput D901 ein hoherer Druckabfall entsteht. Damit wiirde
u.U. das Risiko eines Bluttraumas mit Schadigung der zelluldren Bestandteile im Blut erhéht (Undar et
al. 2005, Undar et al. 2000b). Unabhéngig des Oxygenator-Typs (Capiox SX10 und Lilliput D901) ist
jedoch der SHE-Wert in jedem Fall hoher bei einem pulsatilen Flussprofil gegeniliber einem nicht-

pulsatilen Blutfluss (Undar et al. 2006).

Lim und Mitarbeiter veroffentlichten in ihrer Studie von 2009, dass ca. 80 % der hamodynamischen
Energie durch die einzelnen Komponenten der Herz-Lunge-Maschine absorbiert werden. Nur ein
geringer Anteil an ,Pulsatilitat” erreicht demnach den Patienten und den Bereich der Mikrozirkulation
der Organe. Die Arbeitsgruppe um Voss et al. 2010 kam in ihrer Studie zu dem Schluss, dass durch eine
pulsatile Perfusion kein Benefit fir den Organismus erreicht werden kann. Die Studie am
Schweinemodell untersuchte 3 verschiedene Pumpsysteme (physiologisch-pulsatiler Fluss mit einer
neu entwickelten pulsatilen HLM, ,konventioneller” pulsatiler Blutfluss durch eine modifizierte
Rollerpumpe und laminares Flussprofil durch eine Rollerpumpe). Die Autoren stellten keine
Unterschiede zwischen den 3 Versuchsgruppen fest. Es gab keine Veranderungen des regionalen
Blutflusses oder der Entziindungsreaktion. Untersucht wurden die Organe Niere (beidseits) und Teile
des Duodenumes, lleums und Colons.

Moglicherweise werden die verschiedenen Gewebe und Organe unterschiedlich stark durch die
verschiedenen Blutflussmodalitaten wahrend der extrakorporalen Zirkulation beeinflusst. So scheinen

Niere und Leber weniger sensitiv zu sein, als das Gewebe des Hippocampus (Salameh et al. 2015b).

Einen weiteren wichtigen beeinflussbaren Faktor stellt die Lange des kiinstlichen Kreislaufes an sich
dar. Nour et al. 2014 veroffentlichten in ihrer in-vitro Studie, dass die Energieverluste mit der
metrischen Lange des kiinstlichen Kreislaufes steigen. Die im gleichen Jahr von denselben Autoren
veroffentlichte in-vivo Studie zeigte, das bei einer addquaten Lange des kiinstlichen Kreislaufes und
einer ausreichend hohen Pulsatilitdt, die Hdmodynamik mit einer pulsatilen Perfusionsmethode
verbessert werden kann.

In der vorliegenden Studie am Ferkelmodell wurde ein der GréRe der Versuchstiere entsprechendes
Schlauch- und Kanilen-System aus der Kinderherzchirurgie fiir die Operationen verwendet (siehe

Anhang, 8.2.1), um etwaige Energieverluste zu vermeiden.
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5. 4 Extrakorporale Zirkulation und die Gabe von Minozyklin

Neben Anderung der Blutflussmethode sollte mit dieser Arbeit untersucht werden, ob die Substanz
Minozyklin neuroprotektive Effekte besitzt und dadurch Schaden in den Zellen des Hippocampus
wahrend Einsatz der Herz-Lungen-Maschine vermindert werden. Das Medikament Minozyklin ist ein
Antibiotikum und zahlt zu den Tetrazyklinen der 2. Generation. Es passiert problemlos die Blut-Hirn-
Schranke. Die neuroprotektive Wirkung von Minozyklin wird als dosisabhangig beschrieben: niedrige
Level des Medikaments haben eine positive Wirkung, eine zu hohe Dosis kann einen bestehenden
Ischdamie-Schaden in den Zellen verstarken (Matsukawa et al. 2009, Kim et Su 2009).

In der vorliegenden Arbeit wurde Minozyklin nach folgendem Protokoll verabreicht: vor Beginn der
extrakorporalen Zirkulation wurden 4 mg/kg KM und nach Abkopplung von der Herz-Lungen-Maschine
nochmals 2 mg/kg KM intravends appliziert.

Da es sich um eine einmalige Medikamentengabe intraoperationem handelt und Minozyklin nicht Giber
einen langeren Zeitraum von mehreren Tagen bis Wochen verabreicht wurde, ist das Risiko einer
Ubermafigen Akkumulation im Organismus der Versuchstiere nicht gegeben.

Die neuroprotektive Wirkung von Minozyklin wird als antiinflammatorisch, antiapoptotisch und als
Inhibitor von Proteasen beschrieben (Elewa et al. 2006).

Unabhangig der Gabe von Minozyklin wurde in den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit deutlich, dass
durch die Anwendung der Herz-Lungen-Maschine im Organismus der Versuchstiere ein erhdhter
Verbrauch energiereicher Phosphate zu beobachten war. Die Energiebilanz beziglich des ATP/ADP-
Verhdltnisses konnte durch das Medikament nicht beeinflusst werden und wurde auch im Rahmen der
Literatur-Recherche fir die vorliegende Arbeit von keinem weiteren Autor beschrieben.

Die entziindungshemmende Wirkung bezieht sich besonders auf die neutrophilen Leukozyten,
Makrophagen und Mikrogliazellen (Chu et al. 2007). Durch Inhibition der Neutrophilen-Migration und
Degranulation ins Gewebe wird die Produktion reaktiver Sauerstoffspezies gemindert. Zusatzlich ist
die Freisetzung von Nitritoxid aus den Makrophagen reduziert (Dunston et al. 2011, Jiang et al. 2009,
Brundula et al. 2002). Das verminderte Substratangebot fiihrt moglicherweise zu einer verminderten
Bildung von Peroxynitrit, wodurch die Nitrierung von Tyrosin-Resten der Proteine innerhalb der Zellen
erschwert wird. In der vorliegenden Arbeit am Ferkelmodell konnte eine geminderte Expression von
3-Nitrotyrosin in der HLM-Gruppe mit Minozyklin-Gabe beobachtet werden.

Aufgrund der chemischen Struktur von Minozyklin fungiert es auch als Radikalfanger (free radical
scavenger) (Schildknecht et al. 2011, Plane et al. 2010). Die Wirkung als Anti-Oxidans inhibiert
zusatzlich eine mogliche Nitrierung von Tyrosin-Resten.

Die verminderte Bildung von ROS-Formationen kdnnte auch erkldaren, weshalb in der vorliegenden

Arbeit neben einer verminderten Bildung von 3-Nitrotyrosin ebenfalls der biochemische Marker HIF 1-
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alpha durch Gabe von Minozyklin in den Pyramidenzellen des Hippocampus vermindert exprimiert
wurde. Wie bereits erwahnt, erfolgt die Aktivierung von HIF 1-alpha neben einer ischamisch-bedingten
Hypoxie im Gewebe auch durch eine erhéhte Anzahl reaktiver Sauerstoffspezies im Gewebe (Chandel
et al. 2000).

Tang et al. 2010 zeigten in ihrer Studie (Rattenmodell), dass durch Minozyklin die Aktivierung der
Mikrogliazellen (und somit u. a. auch die Produktion an ROS und Zytokinen) v. a. im Hippocampus
reduziert werden kann.

Das Vertreter der Tetrazykline unabhangig ihrer antimikrobiologischen Eigenschaften auch eine
antiinflammatorische Wirkung besitzen, wurde ebenfalls in der Arbeit von Yrjanheikki et al. 1998
beschrieben: In deren experimentellen Tier-Studie (Mausmodell, induzierte externe globale Ischdamie)
wurden die Auswirkungen von Minozyklin und Doxycyclin auf die Pyramidenzellen in der CA1-Region
des Hippocampus untersucht. Durch die Gabe der beiden Medikamente stieg die Zahl der intakten
Neurone an. Wurde dabei Minozyklin 12 Stunden vor der induzierten Ischamie verabreicht, war der
neuroprotektive Effekt stdrker, als bei Medikamenten-Gabe nach 30 Minuten postoperativ.
Neuroprotektive Wirkungen wurden ebenso bei lokalen zerebralen Ischamien beobachtet (Yrjanheikki

et al. 1999).

Die antiapoptotischen Eigenschaften von Minozyklin beziehen sich sowohl auf den caspase-
abhangigen, als auch auf den caspase-unabhdngigen Weg. In-vivo und in-vitro Studien der
Arbeitsgruppe Matsukawa et al. 2009 konnte demonstrieren, dass der Vorgang der Apoptose in den
Neuronen inhibiert werden kann. Wahrend bei niedrigen Dosierungen von Minozyklin die Aktivitat von
cleaved Caspase 3 gehemmt wurde, wirkten sich in diesen Studien hohen Dosierungen des
Medikaments zytotoxisch sowohl auf die Neurone als auch auf die Astrozyten aus.

Untersuchungen am Ferkelmodell in der vorliegenden Arbeit hingegen gaben keinen Hinweis auf eine
verminderte oder erhohte Aktivierung von cleaved Caspase 3. Die Ergebnisse zeigten nur eine
tendenziell verminderte Expression von cleaved Caspase 3 in den Pyramidenzellen im Vergleich zu der
Gruppe ohne Minozyklin-Behandlung, was eine antiapoptotische Wirkung vermuten ldsst. Das
Minozyklin den Apoptose-Vorgang liber den caspase-abhangigen Weg hemmen kann, belegen Studien
von Garcia-Martinez et al. 2010 und Antonenko et al. 2010: Durch Stabilisierung der Mitochondrien-
Membran wird die Freisetzung von Cytochrom c¢ vermindert und die Aktivierung von Caspase 3 im

Zytosol gehemmt.

In der Arbeit von Heo et al. 2006 (Mausmodell) konnte nachgewiesen werden, das Minozyklin den
Apoptose-Vorgang liber den caspase-abhangigen und caspase-unabhangigen Weg hemmen kann: Die
Untersuchungen erfolgten im Gewebe des Hippocampus und zeigten u.a. eine verminderte AlF-

Translokation in den Zellkern. Auch in der vorliegenden Studie am Ferkelmodell konnte gezeigt
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werden, dass durch die Gabe von Minozyklin in den Pyramidenzellen des Hippocampus weniger

cleaved Caspase 3 und der Faktor AIF lichtmikroskopisch sichtbar waren.

Wie bereits erwahnt wird das Flavoprotein AIF u.a. maRgeblich durch eine GibermaRige Produktion von
PAR(P)-1 aktiviert. Eine verminderte Aktivitdt von AIF lasst vermuten, dass auch weniger PAR(P)-1 in
den Zellen aktiviert wurde. Die dadurch reduzierte Bildung von PAR im Nukleus fiihrt zu keiner
getriggerten Freisetzung des Faktors AIF und dessen Translokation in den Zellkern. Studien von Alano
et al. 2006 und Tao et al. 2010 fiihrten zu der Annahme, dass durch Minozyklin das Enzym PAR(P)-1 in
seiner Aktivitat gehemmt wird. Weniger PAR-Formationen reduzieren weiterhin die AlF-Translokation
(Cieslik et al. 2013). Die vorliegende Arbeit unterstitzt diese Annahme, sowohl PAR als auch AIF
wurden in den Zellen des Hippocampus der Versuchstiere mit Minozyklin-Applikation deutlich weniger

lichtmikroskopisch sichtbar.

Die neuroprotektiven Wirkungen von Minozyklin scheinen von Tiermodell zu Tiermodell different zu
sein, wie die Studie von Tsuji et al. 2004 zeigte: Wahrend im neonatalen Rattenmodell Minozyklin
hypoxisch-ischamische Schaden des Gehirns abmildern konnte, wurden diese Schaden unabhangig der
gewadhlten Dosis im neonatalen Mausmodell verstarkt. Die Ergebnisse der vorliegenden Studie am
Ferkelmodell deuten darauf hin, dass Schaden im Hippocampus gesetzt durch die HLM mit Hilfe des

Medikaments gemildert werden kénnen.

In der Klinik findet Minozyklin derzeit Anwendung bei der Behandlung von Acne vulgaris bei Kindern
und Jugendlichen. Aufgrund zahlreicher Nebenwirkungen wird eine Langzeit-Applikation von [anger als
3 Wochen nicht empfohlen (Cascio et al. 2004, Freeman 1989). In der American Academy of Pediatrics
wurde die Applikation von Minozyklin erst ab einem Mindestalter von 8 Jahren postuliert (Eichenfield
et al. 2013). Diese Aspekte limitieren aktuell den Einsatz des Tetrazyklin-Derivats in klinischen Human-
Studien. Ein weiterer Tetrazyklin-Abkdmmling - Doxycyclin - besitzt eine dhnliche neuroprotektive
Wirkung: Jantzie et al. 2005 untersuchten die Wirkung von Doxycyclin auf einen induzierten
ischamisch-hypoxischen Schaden im Gewebe des Hippocampus. Cleaved Caspase 3 als Biomarker fir
den programmierten Zelltod, sowie die Aktivierung der Mikroglia konnten reduziert werden. Die
Anzahl der intakten Neurone konnte erhoht werden. Neuroprotektive Effekte durch Doxycyclin

wurden ebenso bereits von Yrjanheikki et al. 1998 und Yrjanheikki et al. 1999 beschrieben.
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5. 5 Beantwortung der Fragestellungen

1. Inwieweit ist das verwendete Tiermodell und der Versuchsaufbau fiir die Beantwortung der
Fragen 2 und 3 geeignet?

Die Versuche wurden an 3 bis 5% Wochen alten Ferkeln und nicht in einer Human-Studie durchgefihrt.

Demnach ist eine direkte Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf den Menschen nicht uneingeschrankt

moglich. Das verwendete Ferkelmodell und der Versuchsaufbau sind jedoch fiir die Untersuchung der

folgenden Fragestellungen geeignet.

2. Werden durch die Anwendung der Herz-Lungen-Maschine mit nicht-pulsatilem Blutfluss
Schaden im Gewebe des Hippocampus verursacht?

Die Ergebnisse verdeutlichen, dass durch den Einsatz der Herz-Lungen-Maschine mit nicht-pulsatilem
Blutfluss die Pyramiden-Zellen der CA1- und CA3-Region des Hippocampus geschadigt werden. Es
konnten drei verschiedene Wege des Zelluntergangs nachgewiesen werden: Beginn der Apoptose Uber
den caspase-abhangigen (cleaved Caspase 3) und caspase-unabhangigen Weg (AIF), sowie der Zelltod
Uber den Parthanatos-Weg (PAR). Erhéhte Werte der Faktoren HIF 1-alpha und 3-Nitrotyrosin weisen
darauf hin, dass die Neuronen hypoxischen Bedingungen und vermehrt oxidativem Stress ausgesetzt
waren. Niedrige Werte des ATP/ADP-Verhaltnisses deuten auf einen hohen ATP-Verbrauch wihrend

des kardiochirurgischen Eingriffes hin.

3. Kann ein pulsatiler Blutfluss, bzw. die Gabe des Medikaments Minozyklin wahrend der
extrakorporalen Zirkulation mégliche Schaden im Hippocampus abmildern?

Die Schaden in den Pyramidenzellen der CA1- und CA3-Region des Hippocampus, verursacht durch die
HLM, konnten in diesem Tier-Modell durch eine pulsatile Perfusionstechnik nicht vollstdndig
verhindert, aber deutlich reduziert werden.
Grundsatzlich wurden auch bei einem pulsatilen Blutfluss Pyramidenzellen mit den Faktoren fir
Hypoxie, oxidativen Stress und Einleitung des programmierten Zelltodes mikroskopisch sichtbar.
Allerdings waren die Werte fir HIF 1-alpha, AIF, cleaved Caspase 3, 3-Nitrotyrosin (CA3-Region) und
die Ausbildung eines Odems der Pyramidenzellen (CA3-Region) in der HLM-Gruppe mit pulsatiler
Perfusionstechnik soweit reduziert, dass diese sich den Bereichen anndherten, welche fiir die
jeweiligen Faktoren unter Kontrollbedingungen gemessen wurden. Die Werte fiir die Ausbildung eines
Odems der Pyramidenzellen (CA1-Region), 3-Nitrotyrosin (CA1-Region) und PAR waren ebenfalls
signifikant geringer als in der Gruppe ,,HLM nicht-pulsatil“. Mittels pulsatiler Perfusionstechnik wurde

eine fir den Organismus glinstigere Energiebilanz erreicht (hohes ATP/ADP-Verhiltnis).
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Nach Betrachtung aller Ergebnisse wird deutlich, dass durch die Gabe von Minozyklin wahrend der
HLM-Zeit die Schaden an den Pyramidenzellen der CAl- und CA3-Region des Hippocampus reduziert
werden kdnnen. Unabhangig der Medikamenten-Gabe beeinflusst die Herz-Lungen-Maschine jedoch
den Metabolismus in den Pyramidenzellen: Faktoren fiir Hypoxie (HIF 1-alpha), Einleitung des
programmierten Zelltodes (AIF, cleaved Caspase 3), Zelluntergangs tiber den Parthanatos-Weg (PAR)
und oxidativen Stress (3-Nitrotyrosin) wurden bei allen Ferkeln durch die Farbemethoden
nachgewiesen. Die verminderte Ausbildung eines Odems der Pyramidenzellen und verminderte
Expression der Faktoren HIF 1-alpha, AlIF, 3-Nitrotyrosin und PAR gegeniiber der Gruppe ,,HLM nicht-
pulsatil” bestatigen jedoch eine neuroprotektive Wirkung des Medikaments Minozyklin. Die Faktoren
,Odem”, HIF 1-alpha, AIF und 3-Nitrotyrosin reduzierten sich auf Werte, wie sie auch unter

Kontrollbedingungen gemessen wurden.
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Mithilfe der Herz-Lungen-Maschine kdnnen zahlreiche angeborene Herzfehler friihzeitig korrigiert
werden. Durch die extrakorporale Zirkulation kommt es zu einer Inflammationsreaktion und
hamodynamischen Verdanderungen im Organismus des Patienten, wodurch einzelne Organe mehr
oder weniger stark beeintrachtigt werden kdnnen. Schadigungen des Gehirns duBern sich mitunter in
Form von einem eingeschrankten Erinnerungsvermoégen oder einer verminderter Lernfdhigkeit,
wodurch die Lebensqualitdt beeinflusst werden kann. Besonders betroffen sind padiatrische
Patienten. Haufig wird in der klinischen Praxis eine nicht-pulsatile Perfusion wahrend der
extrakorporalen Zirkulation angewandt. In dieser tierexperimentellen Studie wurden die
Auswirkungen der Herz-Lungen-Maschine auf den Hippocampus als Bestandteil des limbischen
Systems untersucht. Ziel der Arbeit war es zu evaluieren, ob ein pulsatiler Blutfluss der Herz-Lungen-
Maschine Schaden des Hippocampus auf zellularer Ebene gegenilber einer nicht-pulsatilen Perfusion
abmildern kann. Weiterhin wurden neuroprotektive Effekte des Tetrazyklin-Derivats Minozyklin
wahrend des kardiochirurgischen Eingriffes untersucht. Fir die Studie wurden 37 Ferkel der Rasse
»Angler-Sattelschwein”in 5 Versuchsgruppen unterteilt: ,,Kontrolle“, ,Kontrolle mit Minozyklin“, ,,HLM
pulsatil”, ,HLM nicht-pulsatil”, sowie ,HLM nicht-pulsatil mit Minozyklin“. Wahrend der HLM-Zeit von

90 Minuten flihrte man eine moderate Hypothermie von 28 °C durch. Die Gabe von Minozyklin erfolgte
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intravends mit Beginn der Operation (4 mg/kg Koérpermasse) und nach Abkopplung von der Herz-
Lungen-Maschine (2 mg/kg Kérpermasse). Die Rekonvaleszenzzeit betrug 120 Minuten. Das Gewebe
des Hippocampus wurde histologisch mittels Himatoxylin-Eosin-Farbung und immunhistochemischer
Farbemethoden untersucht. Fiir die mikroskopische Auswertung betrachtete man die Pyramidenzellen
des Stratum pyramidale der CA1- und CA3-Region des Cornu ammonis. Mit der Hamatoxylin-Eosin-
Farbung wurden signifikant mehr Zellen mit Odem in der Gruppe ,,HLM nicht-pulsatil“ gegeniiber der
Kontrolle nachgewiesen. In den Gruppen ,HLM pulsatil“ und ,HLM nicht-pulsatil mit Minozyklin“

IM

waren die Zellen mit Odembildung gegeniiber der Gruppe ,,HLM nicht-pulsatil” signifikant reduziert.
Die Untersuchungen der Faktoren ,Eosinophilie” und ,Pyknose” flihrten zu keinen signifikanten
Unterschieden zwischen den 5 Versuchsgruppen. Die immunhistochemischen Farbemethoden

|ll

ergaben, dass in der Gruppe ,HLM nicht-pulsatil” signifikant die meisten Zellen mit Faktoren fir
Apoptose (Apoptose-induzierender Faktor (AIF), cleaved Caspase 3 und Poly-(ADP)-Ribose), Hypoxie
(Hypoxie-induzierter Faktor 1-alpha (HIF 1-alpha)) und oxidativen Stress (3-Nitrotyrosin) gemessen
wurden. Eine pulsatile Perfusion (Gruppe ,,HLM pulsatil®) resultierte in einer signifikant verminderten
Aktivierung von AIF, cleaved Caspase 3, Poly-(ADP)-Ribose, HIF 1-alpha und 3-Nitrotyrosin. Das
Medikament Minozyklin (Gruppe ,HLM nicht-pulsatil mit Minozyklin“) verminderte signifikant
gegeniber der Gruppe ,,HLM nicht-pulsatil die Aktivierung von AIF, Poly-(ADP)-Ribose, HIF 1-alpha
und 3-Nitrotyrosin. Das Vorkommen des Faktors cleaved Caspase 3 konnte durch die Gabe von
Minozyklin nicht signifikant reduziert werden. Die CA1- und die CA3-Regionen waren in allen Gruppen,
sowohl bei der Hdmatoxylin-Eosin-Farbung als auch bei den immunhistochemischen Untersuchungen
gleichermaBen betroffen. Jede Versuchsreihe mit Anschluss an die Herz-Lungen-Maschine wies
signifikant erhohte Laktat-Werte im arteriellen Blut nach Abschluss der Operation gegeniber der
Kontrollgruppe auf. Die Ergebnisse der Reversed Phase High Performance Liquid Chromatography
ergaben, dass der Verbrauch an energiereichen Phosphaten (niedriges ATP/ADP-Verhiltnis) infolge
des kardiochirurgischen Eingriffes in den Gruppen ,,HLM nicht-pulsatil“ und ,HLM nicht-pulsatil mit
Minozyklin“ am starksten (im Vergleich zur Gruppe , Kontrolle”) war. Eine pulsatile Perfusion (,HLM
pulsatil) fihrte zu einer positiveren Energiebilanz (h6heres ATP/ADP-Verhiltnis) im Vergleich zu der
Gruppe ,HLM nicht-pulsatil“. In dieser tierexperimentellen Studie am Ferkelmodell konnte eine
pulsatile Perfusion Schaden der Pyramidenzellen des Hippocampus in der CA1- und CA3-Region
abmildern. Faktoren fiir Apoptose (AlF, cleaved Caspase 3, Poly-(ADP)-Ribose), Hypoxie (HIF 1-alpha)
und oxidativen Stress (3-Nitrotyrosin), sowie eine Odembildung der Zellen waren reduziert. Weiterhin
konnten neuroprotektive Effekte von Minozyklin wahrend eines kardiochirurgischen Eingriffes mit
Herz-Lungen-Maschine in diesem Tiermodell bestatigt werden. Faktoren fiir Apoptose (AIF, Poly-
(ADP)-Ribose), Hypoxie (HIF 1-alpha) und oxidativen Stress (3-Nitrotyrosin), sowie die Ausbildung eines

Odems waren durch das Medikament in den Pyramidenzellen vermindert.
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8 Anhang

8.1 Einflihrung

8.1.1 Kinderherzchirugie

Tabelle 1 Pravalenz angeborener Herzfehler

angeborener Herzfehler

prozentualer Anteil an der
Gesamtpradvalenz kongenitaler Vitien
in Deutschland

Ventrikelseptumdefekt 48,3 %
Vorhofseptumdefekt 15,6 %
valvuldre Pulmonalstenose 6,2 %
Aortenisthmusstenose 3,6 %
univentrikulares Herz 2,8%
Fallot'sche Tetralogie 2,5%
atrioventrikularer Septumdefekt 2,7%
komplette Transposition der grofRen Arterien 2,2%
valvulare Aortenstenose 2,2%
double outlet right ventricle 1,3%
verschiedene 12,6 %
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8.1.2 Pathophysiologie der HLM

Ischamie

v
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¢ \
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Abbildung 2: schematische Darstellung: Folgen einer Ischamie und Reperfusion auf zelluldrer Ebene
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8.2 Tiere, Material und Methoden

8.2.1 Operation

Tabelle 3 Zubehor fiir die Operation

Anasthesie, Monitoring und chirurgische Intervention:

Geréat/ Zubehor

Bezeichnung

Firma

Grolle

PiCCO-Gerét (Pulse
Contour Cardiac Output)

,PiCCO”

Pulsion Medical
Systems AG;
Minchen, D

3-lumiger zentralvendser
Katheter

,viellumiger Polyurethan-
Verweilkatheter”

Arrow; Reading, PA,
USA

7 Fr*20 cm mit
Blue Flex Tip

Arterieller Katheter/
“PiCCO”

Pulsiocath 5 F
Thermodilution Catheter
20cm”

Pulsion Medical
Systems AG;
Minchen, D

5 Fr*20 cm

Beatmungsgerat

,Cato”

Drager; Libeck, D

Blutgasanalysegerat

~ABL 725"

Radiometer Medical
ApS; Bronshoj, DK

Blut-Transfusionssystem

,CPDA-1 Single Blood Bag
450 ml”

100 ml enthalten:
Acidum citricum
(monohydrate) 0,327 g,
Natrii citras (dihydrate)
2,63g,

Mononatrii phosphas
(dihydrate) 0,251 g,
Dextrosum (anhydrate)
2,90¢g,

Adenine 0,0275 g,

Ag. ad iniectabilia g.s.
100 ml)

Terumo Europe N.V.,
Leuven, B

Filter

»DAR”

Covidien; Mansfield,
MA, USA

Elektrostatischer
Filter, klein

elektrisch-chirurgische
Sage

Gipssage Oscillo Il

Tekno- Medical
Optik-Chirurgie
GmbH; Tuttlingen, D

Monitoring Device

,Infinity delta”

Drager; Libeck, D
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Venenverweilkatheter

,VasofixSafety”

B.Braun; Melsungen, |22G, 0,9*25 mm

D

Venose Schleuse

,Hemostasis Introducer”

St. Jude Medical;
Minnetonka, MN,
USA

4 Fr

Verdampfer fir Isofloran

,Vapor 19.3“

Drager; Libbeck, D

Zubehor fiir die HLM:

Geréat/ Zubehor

Bezeichnung

Firma

ACT- Gerat

,Automated
CoagulationTimer”

Medtronic HemoTec Englewood; CO, USA

Arterielle Kantle

,Arterielle Kanile 10 F”

Polystan A/S; Varldse, DK

Filter

,,40 Micro Lilliput Concept
D 736”

Dideco; Mirandola, |

HLM- Gerat/ Rollerpumpe

”
»Illl

Dideco; Mirandola, |

Kardioplegiekaniile

,Kardioplegiekaniile 4 Fr
18 G”

Medtronic GmbH Deutschland;
Meerbusch, D

Membranoxygenator
+ Hartplastik-Reservoir

,D901 Lilliput”

Dideco; Mirandola, |

Normohypothermiegerat

,Normohypothermiegerat”

Stockert Instrumente GmbH; Miinchen, D

Schlduche

,Kinder Kompl. Set”

Sourin Group Deutschland GmbH;
Miinchen, D

Vendse Kantle

,Venous Catheter Dia 6/8
mm 24F Soft Tip”

Polystan A/S; Varlose, DK

Tabelle 4 Medikamente wahrend der Operation

Wirkstoff

Praparatname

Firma Dosierung

Atropinsulfat

Ill

LAtropinsulfat 0,5 mg/m

B. Braun; 0,02 mg/kg KM i.m

Melsungen, D

Calciumgluconat

»Calciumglukonat 10 %“

23 mmol/Tier nach
Bedarf

B. Braun;
Melsungen, D
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Epinephrin

»Suprarenin®
1 mg/ml

Sanofi- Aventis
Deutschland GmbH,;
Frankfurt a.M, D

0,001 mg-0,02
mg/kg KM/h

Glucose-Monohydrat

,,Glukosteril 5% 500 ml“

Fresenius Kabi
Deutschland GmbH,;
Bad Homburg, D

nach Bedarf

Heparin-Natrium

,Heparin- Natrium-
25.000-ratiopharm*

Ratiopharm GmbH,;
Ulm, D

300 I.E./kg KM

Hydroxyethylstarke »HES 6 130/0,42 in Ringer |Serumwerk nach Bedarf
Acetat 500 ml Vitafusal Bernburg AG;
6 %" Bernsburg, D

Isofluran ,lsoba” Intervet; 2,5-4 Vol-% zur

Unterschleiheim,
D

Anflutung 1,5 Vol-%
als Erhaltung

Kardioplegieldsung nach
Bretschneider

,,Custodiol”

Dr. Franz Kohler
Chemie GmbH;

Initial 350 ml,
danach nach Bedarf

1000 ml enthalten: Bensheim, D bis Herzstillstand
Natriumchlorid 0,8766 g,
Kaliumchlorid 0,671 g,
Magnesiumchlorid x 6 H,0
0,8132 g,
Histidinhydrochlorid x H,0O
3,7733 g, L-Histidin
27,9289 g, Tryptophan
0,4085 g, Mannitol 5,4651
g, 2-Oxoglutarsadure 0,146
g und Calciumchlorid x 2
H.0 0,0022 g
Ketaminhydro- ,Ursotamin” Serumwerk 25 mg/kg KM i.m.
chlorid 100 mg/ml Bernburg AG; Nachdosierung: 10
Bernburg, D mg/kg KM i.v.
Magnesiumsulfat- »Mg 10 % Inresa” Inresa Arzneimittel |1 g/Tieri.v.
heptahydrat GmbH;
Freiburg, D
Metamizol »Vetalgin“ 500 mg/ml Intervet 50 mg/kg KM
Deutschland GmbH,;
Unterschleiheim,
D
Midazolam »Midazolam-ratiopharm“ | Ratiopharm GmbH [0,5 mg/kg KM i.m.

15 mg/3 ml

Ulm, D
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Minozyklin »Minocyclinehydrochlorid” | Sigma- Aldrich; 4mg/2mg
Minchen, D aufgeldst in 10 ml
0,9 %
Natriumchlorid
Natriumchlorid »lsotonische Kochsalz- Serumwerk Nach Bedarf
[6sung 0,9% 500 ml“ Bernburg AG;

Bernsburg, D

Natriumchlorid,
Kaliumchlorid,
Calciumchloriddihydrat,
Magnesiumchlorid-
hexahydrat,
Natriumacetathydrat

»E 153 Elektrolyt
Infusionslésung 500 m

Ill

Serumwerk
Bernburg AG;
Bernsburg, D

Nach Bedarf

Natriumhydrogencarbonat

»Natriumhydrogencarbo-
nat 1molar 8,4 %“

SeragWiessner KG;
Naila, D

(-BE)*0,3*kg KM=
mmol Natrium-
hydrogen-carbonat
i.v.

Norepinephrin

|ll

,Artereno

Sanofi- Aventis
Deutschland GmbH;
Frankfurt a.M, D.

0,005 mg-0,02
mg/kg KM/ h

Pancuroniumbromid

»Pancuroniumratiopharm”

Ratiopharm GmbH
Ulm, D

0,2 mg/kg KM i.v.

Propofol

»Propofol 2 %" 20 mg/ml

MCT Fresenius Kabi;
Bad Homburg, D

13-17 mg/kg/mli/h
i.v.

Protaminhydrochlorid

,Protamin ME 5.000
I.E./ml

MEDA
PharmaGmbH&Co.
KG; Bad Homburg,
D

300 I.E./kg KM

Sufentanildihydrogencitrat

»Sufenta” 50 pg/ml
Injektionslosung

Janssen- Cilag;
Neuss,D

0,5-2 ug/kg KM,
Nachdosierung:
0,15-0,7 pg/kg KM

Trometamol

»3M-Trometamol-Losung
Baxter”

Baxter Deutschland
GmbH;
Unterschleiheim,
D

(-BE)*0,3*kg KM =
mmol Trometamol
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8.2.2 intraoperatives Monitoring

Tabelle 6 Blutgase: Normwerte fiir Ferkel

Arterielles Blut Vendses Blut
pH-Wert 7,35-7,45 7,19-7,29
pCO; 35-45 mmHg 52-70 mmHg
pO, >90 mmHg 20-27 mmHg
BE 0-7,0 mmol/I -8,0-+1,0 mmol/I

Tabelle 7 Elektrolyte: Normwerte fiir das Schwein

mmol/I
Natrium 135-143
Kalium 4,5-6,5
Calcium 1,9-2,9
Chlorid 100-110
8.2.3 Labor-Untersuchungen
Tabelle 8 Gerite fiir Histologie
Gerdatename Firma
Dampfgarer Braun; Kronberg, D

l

Einbettautomat , Tissue Tek Vip”

Sakura Fineta Germany GmbH; Staufen, D

Kihlplatte COP 30

MEDITE GmbH; Burgdorf, D

pH- Messgerat inolLab

WTW GmbH; Weilheim, D

Schlittenmikrotom ,HM 400“

Microm MikromarketingSysteme Consult GmbH ;
Neuss, D

Trocken-/Warmeschrank

Memmert GmbH & Co. KG; Schwabach, D

Vortex-Genie 2 TM

Scientific Industries GmbH; New York, USA

Waage

Faust Laborbedarf AG; Schaffhausen, D
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a

Wasserdestillierer ,,Milli-Q- Academic’

Millipore; Schwalbach, D

Wasserbad Medax

Nagel GmbH; Kiel, D

Zentrifuge

Biozym Scientific GmbH; Oldendorf; D

Tabelle 9 Zubeh6r und Materialien fiir die Histologie

Bezeichnung

Firma

AusgielRformen

Dr. I. Schubert Laborfachhandel; Leipzig, D

Deckglaser 24 x 32 mm/ 24 x 24 mm/ 24 x 40 mm

Carl Roth GmbH&Co. KG.; Karlsruhe, D

Rotilabo-Einbettkassetten

Carl Roth GmbH&Co. KG.; Karlsruhe, D

Farbeklvetten Dr. I. Schubert Laborfachhandel; Leipzig, D
Fettstift DAKO Denmark AlS; Glostrup, DK
Glasplatten Klaus Hofmann GmbH; Staudt, D

Indikator-Teststreifen PEHANON

Nagel GmbH; Kiel, D

Microtomie Blades S22 Type Soblades

Sakura Finetek Germany GmbH; Staufen, D

Objekttrager

Gerhard Menzel GmbH; Braunschweig, D

Eppendorf research Pipette 0,5-10 ul/ 10-100 pl/
100-1000 pl

Dr. I. Schubert Laborfachhandel; Leipzig, D

Pipettenspitzen ,pipette  Eppendorf-Gilson-
Brand-Socorex type blue/ yellow/ white”

Dr. I. Schubert Laborfachhandel; Leipzig, D

ReaktionsgefdaRe Eppendorf 2,0ml|

Dr. I. Schubert Laborfachhandel; Leipzig, D

ReaktionsgefilRe Microtubes 0,5ml/ 1,5ml

Trefflab; Degersheim, CH

Roti-Plast-Paraffin-Pastillen

Carl Roth GmbH&Co. KG.; Karlsruhe, D

Tabelle 10 Chemikalien fiir die Histologie

Name

Firma

Albumin Fraktion V Protease-frei > 98%

Carl Roth GmbH&Co. KG.; Karlsruhe, D

DAKO AEC+ High Sensitivity Substrate chromogen

Dako North America; Carpinteria; USA
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DAKO Antibody Diluent

Dako North America; Carpinteria; USA

Entellan

Merck; Darmstadt, D

Eosin G

Merck; Darmstadt, D

Ethanol vergillt > 99,8 % mit ca. 1 % MEK

Carl Roth GmbH&Co. KG.; Karlsruhe, D

Ethylenediamine-Tetraacetic-Acid (EDTA)

Sigma Aldrich Chemie GmbH; Steinheim, D

Microscopy Kaisers Glyceringelatine

Merck; Darmstadt, D

Hamalaun sauer nach Meyer

Dr. K. Hollborn & Séhne; Leipzig, D

Magnesiumsulfat

Merck; Darmstadt, D

Methanol >99 %

Carl Roth GmbH&Co. KG.; Karlsruhe, D

Microscopy Kaisers Glyceringelatine

Merck; Darmstadt, D

Natriumchlorid

Carl Roth GmbH&Co. KG.; Karlsruhe, D

Natriumhydrogencarbonat

Merck; Darmstadt, D

Salzsaure rauchend 37 %, p.a., ACS, I1SO

Carl Roth GmbH&Co. KG.; Karlsruhe, D

TRIS >99,9 %

Carl Roth GmbH&Co. KG.; Karlsruhe, D

Tris-hydrochlorid

Carl Roth GmbH&Co. KG.; Karlsruhe, D

Tri-Natriumcitrat-Dihydrat

Carl Roth GmbH&Co. KG.; Karlsruhe, D

Tween 20

Sigma Aldrich Chemie GmbH; Steinheim, D

Wasserstoffperoxid 30 %, Ph.Eur., stabilisiert

Carl Roth GmbH&Co. KG.; Karlsruhe, D

Xylol (Isomere) > 99 %, p.a., ACS, I1SO

Carl Roth GmbH&Co. KG.; Karlsruhe, D

Tabelle 11 Losungen fiir die Histologie

Lésung Zusammensetzung pH-Wert

Eosin G 0,25 % 0,15gEosinG
500 ml dest. Wasser

Na-Citrat-Losung 0,01 M Tri- Natriumcirat- Dihydrat 6,0
1| dest. Wasser

TBS-Losung 0,05 M Tris- hydrochlorid 7,6
0,15 M NacCl
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11 dest. Wasser

Tris-EDTA-Losung

10 mM Tris Base
1 mM EDTA

11 dest. Wasser
0,05 % Tween 20

9,0

Scottpuffer-Losung

0,2 % (w/v) Natriumhydrogencarbonat

2 % (w/v) Magnesiumsulfat
dest. Wasser

methanolische
Wasserstoffperoxid-
Losung

36 ml Methanol
24 ml TBS
180 pl Wasserstoffperoxid

Tabelle 13 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Losung Zeit Vorgang
1. Xylol 10 Minuten Entparaffinisieren
2. Xylol 3 Minuten Entparaffinisieren
3. 100 % Ethanol 3 Minuten Rehydrieren
4. 95 % Ethanol 3 Minuten Rehydrieren
5. 70 % Ethanol 3 Minuten Rehydrieren
6. 50 % Ethanol 3 Minuten Rehydrieren
7. dest. Wasser 2 Minuten Waschen
8. Hamalaun 10 Minuten Kernfarbung
9. Scottpuffer 15 Minuten Blauen der Praparate

10. 0,1 % Salzsaure

ca. 10 Sekunden

Spuilen der Praparate

11. 0,25 % Eosin G, wassrig 5 Minuten Farbung Zytoplasma

12. dest. Wasser 1 Minute Waschen

13. 70 % Ethanol 3 Minuten Dehydrieren

14. 95 % Ethanol 3 Minuten Dehydrieren

15. 100 % Ethanol 3 Minuten Dehydrieren

16. Xylol 3 Minuten Reinigen

17. Xylol 3 Minuten Reinigen

18. Entellan Eindeckeln

19. Xylol Entfernen der Uberschiisse von Entellan
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Tabelle 14 Antikorper fiir Inmunhistochemie

Primar-Antikorper:

Name

Firma

AIF rabbit polyclonal IgG

Santa Cruz Biotechnology; California, USA

cleaved caspase 3 host rabbit

Cell Signaling Technology; Boston, USA

HIF-1 a rabbit polyclonal IgG

Santa Cruz Biotechnology; California, USA

Anti-Nitrotyrosin host rabbit (1gG)

Millipore; Schwalbach, D

Poly-ADP-Ribose (PAR) host rabbit

BD Bioscience; California, USA

Sekundar-Antikérper:

Goat antirabbit HRP

Sigma Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, D

DAKO REAL TM Envision TM Detection
System HRP Rabbit/Mouse

DAKO Denmark AlS; Glostrup, DK

DAKO Envision TM+ DualLink System-HRP

Dako North America; Carpinteria; USA

Tabelle 15 Farbeprotokoll AIF

1.Tag
Losung Zeit Vorgang
1. Xylol 10 Minuten Entparaffinisieren
2. Xylol 10 Minuten Entparaffinisieren
3. Xylol 10 Minuten Entparaffinisieren
4. 100 % Ethanol 5 Minuten Rehydrieren
5. 95 % Ethanol 5 Minuten Rehydrieren
6. 70 % Ethanol 5 Minuten Rehydrieren
7. dest. Wasser 5 Minuten Waschen
8. TBS 1x 10 Minuten Puffern und Waschen
9. 0,01 M Na-Citrat 30 Minuten im Dampfgarer permeabilisieren (92-98 °C)
10. 0,01 M Na-Citrat 30 Minuten bei Raumtemperatur abkiihlen lassen
11.TBS 1x 15 Minuten Puffern und Waschen
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12. methanolische 20 Minuten Blocken der endogenen Peroxidase
Wasserstoffperoxidlosung

13. TBS 1x 15 Minuten Puffern und Waschen, danach mit Fettstift

Praparate umranden

14. in feuchter Kammer: 2 % BSA in | 60 Minuten Blocken unspezifischer Bindungsstellen
TBS 1x

15. in feuchter Kammer bei 4 °C: | Gber Nacht Bildung Antigen-Antikérper-Komplexe
auftragen primarer Antikorper,

gelost in Antibody -Diluent DAKO

1:100
2.Tag

Losung Zeit Vorgang
30 Minuten Warmen bei Raumtemperatur

1. TBS 1x 15 Minuten Waschen

2. DAKO REAL TM Envision TM |30 Minuten Sekundarer Antikorper

Detection System HRP

Rabbit/Mouse

3. TBS 1x 15 Minuten Waschen

4. AEC Substrat chromogen 3 - 10 Minuten Farbreaktion

5. TBS 1x 5 Minuten Waschen

6. Hdmalaun 5 Minuten Kernfarbung

7. Scottpuffer 15 Minuten Blauen

8. dest. Wasser 5 Minuten Waschen

9. dest. Wasser 5 Minuten Waschen

10. Glyceringelatine

Entfernen der Fettstiftumrandungen,
Eindeckeln

11. Nagellack

Versiegeln und Abdichten

12. lauwarmes Leitungswasser

Reinigen der Objekttrager

Tabelle 16 Farbeprotokoll HIF 1-alpha

1.Tag
Losung Zeit Vorgang
1. Xylol 10 Minuten Entparaffinisieren
2. Xylol 10 Minuten Entparaffinisieren
3. Xylol 10 Minuten Entparaffinisieren
4. 100 % Ethanol 5 Minuten Rehydrieren
5. 95 % Ethanol 5 Minuten Rehydrieren
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auftragen primarer Antikorper,
gelost in Antibody -Diluent DAKO
1:100

6. 70 % Ethanol 5 Minuten Rehydrieren

7. dest. Wasser 5 Minuten Waschen

8. TBS 1x 10 Minuten Puffern und Waschen

9. 0,01 M Na-Citrat 30 Minuten im Dampfgarer permeabilisieren (92-98 °C)

10. 0,01 M Na-Citrat 30 Minuten bei Raumtemperatur abkiihlen lassen

11. TBS 1x 15 Minuten Puffern und Waschen

12. methanolische 20 Minuten Blocken der endogenen Peroxidase

Wasserstoffperoxidlosung

13. TBS 1x 15 Minuten Puffern und Waschen, danach mit Fettstift
Praparate umranden

14. in feuchter Kammer: 2 % BSA in | 60 Minuten Blocken unspezifischer Bindungsstellen

TBS 1x

15. in feuchter Kammer bei 4 °C: | (iber Nacht Bildung Antigen-Antikorper-Komplexe

2.Tag
Losung Zeit Vorgang
30 Minuten Warmen bei Raumtemperatur

1. TBS 1x 15 Minuten Waschen

2. DAKO REAL TM Envision TM |30 Minuten Sekundarer Antikorper
Detection System HRP

Rabbit/Mouse

3. TBS 1x 15 Minuten Waschen

4. AEC Substrat chromogen 3 - 10 Minuten Farbreaktion

5. TBS 1x 5 Minuten Waschen

6. Hamalaun 5 Minuten Kernfarbung

7. Scottpuffer 15 Minuten Blauen

8. dest. Wasser 5 Minuten Waschen

9. dest. Wasser 5 Minuten Waschen

10. Glyceringelatine

Entfernen der Fettstiftumrandungen,
Eindeckeln

11. Nagellack

Versiegeln und Abdichten

12. lauwarmes Leitungswasser

Reinigen der Objekttrager
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Tabelle 17 Farbeprotokoll cleaved Caspase 3

1.Tag
Losung Zeit Vorgang

1. Xylol 10 Minuten Entparaffinisieren

2. Xylol 10 Minuten Entparaffinisieren

3. Xylol 10 Minuten Entparaffinisieren

4. 100 % Ethanol 5 Minuten Rehydrieren

5. 95 % Ethanol 5 Minuten Rehydrieren

6. 70 % Ethanol 5 Minuten Rehydrieren

7. dest. Wasser 5 Minuten Waschen

8. TBS 1x 10 Minuten Puffern und Waschen

9. Tris-EDTA 20 Minuten im Dampfgarer permeabilisieren (92-98 °C)
10. Tris-EDTA 20 Minuten bei Raumtemperatur abkiihlen lassen
11.TBS 1x 15 Minuten Puffern und Waschen

12. methanolische | 10 Minuten Blocken der endogenen Peroxidase
Wasserstoffperoxid-16sung

13. TBS 1x 15 Minuten Puffern und Waschen, danach mit Fettstift

Praparate umranden

14. in feuchter Kammer: 2 % BSA in | 60 Minuten Blocken unspezifischer Bindungsstellen
TBS 1x

15. in feuchter Kammer bei 4 °C: | Gber Nacht Bildung Antigen-Antikorper-Komplexe
auftragen primdrer Antikorper,

geldst in 2 % BSA in TBS 1x

1:50
2.Tag

Lésung Zeit Vorgang
30 Minuten Warmen bei Raumtemperatur

1. TBS 1x 15 Minuten Waschen

2. Goat antirabbit HRP geldst in 2 % | 60 Minuten Sekundarer Antikorper

BSA in TBS 1x

1:100

3. TBS 1x 15 Minuten Waschen

4. AEC Substrat chromogen 15 Minuten Farbreaktion

5. TBS 1x 5 Minuten Waschen

6. Hamalaun 5 Minuten Kernfarbung

7. Scottpuffer 15 Minuten Blauen

8. dest. Wasser 5 Minuten Waschen
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9. dest. Wasser

5 Minuten

Waschen

10. Glyceringelatine

Entfernen der Fettstiftumrandungen,
Eindeckeln

11. Nagellack

Versiegeln und Abdichten

12. lauwarmes Leitungswasser

Reinigen der Objekttrager

Tabelle 18 Farbeprotokoll 3-Nitrotyrosin

1.Tag
Losung Zeit Vorgang

1. Xylol 10 Minuten Entparaffinisieren

2. Xylol 10 Minuten Entparaffinisieren

3. Xylol 10 Minuten Entparaffinisieren

4. 100 % Ethanol 5 Minuten Rehydrieren

5. 95 % Ethanol 5 Minuten Rehydrieren

6. 70 % Ethanol 5 Minuten Rehydrieren

7. dest. Wasser 5 Minuten Waschen

8. TBS 1x 10 Minuten Puffern und Waschen

9. 0,01 M Na-Citrat 30 Minuten im Dampfgarer permeabilisieren (92-98 °C)
10. 0,01 M Na-Citrat 30 Minuten bei Raumtemperatur abkihlen lassen
11. TBS 1x 15 Minuten Puffern und Waschen

12. methanolische 20 Minuten Blocken der endogenen Peroxidase
Wasserstoffperoxidlosung

13. TBS 1x 15 Minuten Puffern und Waschen, danach mit Fettstift

Praparate umranden

14. in feuchter Kammer: 2 % BSA in | 60 Minuten Blocken unspezifischer Bindungsstellen
TBS 1x

15. in feuchter Kammer bei 4 °C: | Gber Nacht Bildung Antigen-Antikérper-Komplexe
auftragen primarer Antikoérper,

gelost in Antibody -Diluent DAKO

1:200
2.Tag

Lésung Zeit Vorgang
30 Minuten Warmen bei Raumtemperatur
1. TBS 1x 15 Minuten Waschen
2. DAKO Envision TM+ 30 Minuten Sekundarer Antikorper

DualLink System-HRP
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. TBS 1x

15 Minuten

Waschen

. AEC Substrat chromogen

10-15 Minuten

Farbreaktion

3

4

5. TBS 1x 5 Minuten Waschen

6. Hamalaun 5 Minuten Kernfarbung
7. Scottpuffer 15 Minuten Blauen

8. dest. Wasser 5 Minuten Waschen

9. dest. Wasser 5 Minuten Waschen

10. Glyceringelatine

Entfernen der Fettstift-Umrandungen,
Eindeckeln

11. Nagellack

Versiegeln und Abdichten

12. lauwarmes Leitungswasser

Reinigen der Objekttrager

Tabelle 19 Farbeprotokoll Poly-(ADP)-Ribose (PAR)

1. Tag
Losung Zeit Vorgang

1. Xylol 10 Minuten Entparaffinisieren

2. Xylol 10 Minuten Entparaffinisieren

3. Xylol 10 Minuten Entparaffinisieren

4. 100 % Ethanol 5 Minuten Rehydrieren

5. 95 % Ethanol 5 Minuten Rehydrieren

6. 70 % Ethanol 5 Minuten Rehydrieren

7. dest. Wasser 5 Minuten Waschen

8. TBS 1x 10 Minuten Puffern und Waschen

9. 0,01 M Na-Citrat 30 Minuten im Dampfgarer permeabilisieren (92-98 °C)

10. 0,01 M Na-Citrat 30 Minuten bei Raumtemperatur abkihlen lassen

11. TBS 1x 15 Minuten Puffern und Waschen

12. methanolische 20 Minuten Blocken der endogenen Peroxidase

Wasserstoffperoxid-16sung

13. TBS 1x 15 Minuten Puffern und Waschen, danach mit Fettstift
Praparate umranden

14. in feuchter Kammer: 2 % BSA in | 60 Minuten Blocken unspezifischer Bindungsstellen

TBS 1x

15. in feuchter Kammer bei 4 °C: | Gber Nacht Bildung Antigen-Antikérper-Komplexe

auftragen primarer Antikorper,
geldst in 2 % BSA in TBS 1x
1:100
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2.Tag

Losung Zeit Vorgang
30 Minuten Warmen bei Raumtemperatur
1. TBS 1x 15 Minuten Waschen
2. Goat antirabbit HRP geldst in 2 % | 60 Minuten Sekundarer Antikorper
BSA in TBS 1x
1:200
3. TBS 1x 15 Minuten Waschen
4. AEC Substrat chromogen 15 Minuten Farbreaktion
5. TBS 1x 5 Minuten Waschen
6. Hamalaun 5 Minuten Kernfarbung
7. Scottpuffer 15 Minuten Blauen
8. dest. Wasser 5 Minuten Waschen
9. dest. Wasser 5 Minuten Waschen
10. Glyceringelatine Entfernen der Fettstiftumrandungen,
Eindeckeln

11. Nagellack Versiegeln und Abdichten
12. lauwarmes Leitungswasser Reinigen der Objekttrager

Tabelle 20 Zubehor fiir die RP-HPLC

Zubehor

Firma

Verwendung

Acetonitril

Carl Roth GmbH&Co. KG;
Karlsruhe, D

4%ige Losung, Bestandteil der
mobilen Phase

Hochleistungsdispergierer , T25
digital ULTRA-TURRAX“

IKA GmbH und Co. KG; Staufen,
D

Homogenisierung der Probe

Kaliumdihydrogenphosphat

Carl Roth GmbH&Co. KG;
Karlsruhe, D

215 mM, Bestandteil der
mobilen Phase

Kaliumhydroxid

Carl Roth GmbH&Co. KG;
Karlsruhe, D

0,4%ige Losung, Bestandteil der
mobilen Phase

Kaliumhydroxid

Carl Roth GmbH&Co. KG;
Karlsruhe, D

0,2 M, Protein-Ausfallung

Perchlorsaure Supra-Qualitat
ROTIPURAN Supra 70%

Carl Roth GmbH&Co. KG;
Karlsruhe, D

Homogenisierung der Probe
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RP-HPLC

Knauer GmbH; Berlin, D

lonenpaarchromatographie mit
reversed phase-Saule

RP (reversed — phase) Saule
,LiChroCART250-
4LiChrospher100RP-18

Merck KG; Darmstadt, D

stationare Phase

Tetrabutylammoniumhydro-
gensulfat (97%)

Sigma Aldrich Chemie GmbH;
Steinheim, D

2,3 mM, Bestandteil der
mobilen Phase

Wasser ROTISOLV HPLC
Gradient Grade

Carl Roth GmbH&Co. KG;
Karlsruhe, D

hochaufgereinigtes Wasser

Zentrifuge ,,Biofuge Strates”

Heraeus Holding GmbH; Hanau,
D

Zentrifugieren der Proben,
gekihlt auf 4°C, bei 3000xg fur

10 Minuten
8.3 Ergebnisse
8.3.1 Intraoperatives Monitoring
Tabelle 22 Vitalparameter, MW + SEM (0 Minuten)
arterieller zentral-vendser arterielle Hamatokrit
Mitteldruck Druck Sauerstoff-sattigung in %
in mmHg in mmHg in %
Kontrolle 65 8,429 97,5 28,97
+2,439 +1,088 +1,02 +1,043
Kontrolle + Minozyklin 66,875 8,167 100 25,2
+2,825 +0,703 +0 +0,286
HLM pulsatil 60 9,286 100 25,84
+5,345 +0,808 +0 +0,601
HLM nicht-pulsatil 53,5 12,1 99,9 23,59
+1,92 +1,54 +0,02 +0,554
HLM nicht-pulsatil + 58 10 100 25,22
Minozyklin +3,742 +1,633 +0 +0,673
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Tabelle 23 Vitalparameter, MW + SEM (240 Minuten)

arterieller zentral-vendser arterielle Hamatokrit
Mitteldruck Druck Sauerstoff-sattigung in%
in mmHg in mmHg in %
Kontrolle 69,286 11,714 99,63 36,9
+4,144 +0,747 +0,127 +1,49
Kontrolle + Minozyklin 68,75 10,333 98,93 23,9
+3,504 +0,882 +0,102 +0,88
HLM pulsatil 60 9 96,94 20,7
+2,182 +1,155 +0,839 +0,49
HLM nicht-pulsatil 43,7 12 99,63 15,1
+1,69 +0,99 + 0,089 +0,32
HLM nicht-pulsatil + 58 8,75 94,33 27,1
Minozyklin +1,633 +0,581 +2,048 +1,21
Tabelle 24 BGA, MW + SEM (0 Minuten)
pH-Wert pCO2 in mmHg pO2 in mmHg BE in mmol/I
Kontrolle 7,346 + 0,02 47,52 + 2,266 220 + 26,7 -0,1+0,42
Kontrolle + Minozyklin 7,43 + 0,006 40,01 + 0,65 235+3,92 2+0,21
HLM pulsatil 7,408 + 0,009 40,51 + 1,001 277 +10,3 0,59 + 0,33
HLM nicht-pulsatil 7,407 + 0,006 41,43 +0,517 287 +11,3 1,88 +0,28
HLM nicht-pulsatil + 7,391 + 0,009 48,32 +1,428 458 + 29,5 3,97 +0,49
Minozyklin
Tabelle 25 BGA, MW + SEM (240 Minuten)
pH-Wert pCO2 in mmHg pO2 in mmHg BE in mmol/I
Kontrolle 7,407 + 0,008 45,4 + 0,349 175,48 + 7,928 4,433 + 0,439
Kontrolle + Minozyklin 7,384 + 0,002 44,063 + 0,571 156,33 + 7,357 1,525 + 0,327
HLM pulsatil 7,328 + 0,006 45,044 + 0,924 151,48 + 8,432 -1,922 + 0,456
HLM nicht-pulsatil 7,361 + 0,013 49,525 + 1,284 168 + 6,301 3,925 + 0,896
HLM nicht-pulsatil + 7,373+ 0,013 43,45 + 1,097 177,27 + 15,567 | 0,517 + 0,453
Minozyklin
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8.3.2 Arterielle Blutproben

Tabelle 26 Arterielle Blutproben: Gesamteiweif, MW + SEM und p-Werte

0 Minuten 240 Minuten
MW + SEM in g/I MW + SEM in g/l p-Wert
Kontrolle HLM nicht-
pulsatil
Kontrolle 35,833 +0,915 40,500 + 1,220
Kontrolle + Minozyklin 36,975+ 0,617 31,825+ 1,240 0,347
HLM pulsatil 34,767 + 0,526 24,844 + 0,992 0,013 0,801
HLM nicht-pulsatil 35,950 + 0,496 20,250 + 0,558 0,001
HLM nicht-pulsatil + Minozyklin 39,333+0,743 32,833 +1,821 0,071 0,071
Tabelle 27 Arterielle Blutproben: Albumin , MW + SEM und p-Werte
0 Minuten 240 Minuten
MW + SEM MW + SEM p-Wert
in % des in % des
Gesamteiweilles Gesamteiweilles Kontrolle HLM nicht-
pulsatil
Kontrolle 45,367 + 0,667 45,083 + 0,608
Kontrolle + Minozyklin 43,500 + 0,821 40,244 + 0,656 0,655
HLM pulsatil 42,577 + 0,548 45,367 + 0,939 1 0,033
HLM nicht-pulsatil 50,575 + 0,552 56,680 + 1,986 0,049
HLM nicht-pulsatil + Minozyklin 43,783 + 0,823 46,100 + 0,390 0,999 0,086
Tabelle 28 Arterielle Blutproben: Leukozyten-Konzentration, MW + SEM
0 Minuten 240 Minuten
MW + SEM MW + SEM
in Gpt/I in Gpt/I
Kontrolle 7,865 + 0,607 9,243 + 0,833
Kontrolle + Minozyklin 10,411 + 0,573 8,6 +0,376
HLM pulsatil 10,33 + 0,531 8,849 + 0,795
HLM nicht-pulsatil 12,615 + 0,689 9,589 + 0,969
HLM nicht-pulsatil + Minozyklin 9,09 + 1,407 7,608 + 0,865
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8.3.3 Arterielles Blut: Laktat-Haushalt

Tabelle 29 Laktatproduktion , MW+ SEM und p-Werte

0 Minuten 240 Minuten
p-Wert
MW + SEM in MW + SEM in .
mmol/l mmol/l Kontrolle HLM nlcht-
pulsatil
Kontrolle 1,683 +0,112 1,650 + 0,069

Kontrolle + Minozyklin 1,987 + 0,130 2,114+ 0,113 0,995
HLM pulsatil 1,922 + 0,142 5,438 + 0,401 0,023 0,890

HLM nicht-pulsatil 1,663 + 0,039 6,425 + 0,327 0,003
HLM nicht-pulsatil + Minozyklin 1,317 + 0,090 5,620 + 0,341 0,038 0,965

8.3.4 RP-HPLC

Tabelle 30 Verhiltnis ATP/ADP fiir die Gewebsprobe des Hippocampus, Mittelwerte + SEM und p-

Werte
p-Wert
MW + SEM
Kontrolle HLM nicht-pulsatil
Kontrolle 2,53
+0,69
Kontrolle + Minozyklin 2,450 1
+0,759
HLM pulsatil 1,849 0,600 0,003
+0,236
HLM nicht-pulsatil 0,865 0,046
+ 0,045
HLM nicht-pulsatil + Minozyklin 0,955 0,028 0,432
+0,296
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8.3.5 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Tabelle 31 HE-Firbung, Odem, MW + SEM und p-Werte

CAl CA3
p-Wert p-Wert
MW + SEM - MW + SEM -
in% Kontrolle HLM nicht- in % Kontrolle HLM nicht-
pulsatil pulsatil
Kontrolle 4,143 7,048
+0,752 +1,318
Kontrolle + 4,527 0,882 7,117 0,991
Minozyklin +0,327 +2,412
HLM pulsatil 5,923 0,798 0,048 9,068 0,62 0,328
+0,760 + 0,805
HLM nicht-pulsatil 10,415 0,008 12,459 0,037
+2,025 +1,626
HLM nicht-pulsatil + 4,016 1 0,007 4,620 0,951 0,003
Minozyklin +0,835 +0,878
Tabelle 32 HE-Farbung, Eosinophilie, MW + SEM
CAl CA3

MW + SEM in %

MW + SEM in %

Kontrolle 3,977 + 1,337 8,192 +1,522
Kontrolle + Minozyklin 5,242 + 0,768 7,138 +1,292
HLM pulsatil 5,153 + 0,895 6,863 + 0,986
HLM nicht-pulsatil 6,394 + 2,149 7,167 + 1,169
HLM nicht-pulsatil + Minozyklin 5,225+ 1,130 7,126 + 1,473
Tabelle 33 HE-Farbung, Pyknose, MW + SEM
CAl CA3

MW + SEM in %

MW + SEM in %

Kontrolle 3,317 + 0,582 2,721 +0,842

Kontrolle + Minozyklin 4,038 +0,410 3,094 + 0,637
HLM pulsatil 4,073 + 0,847 5,461 + 1,131

HLM nicht-pulsatil 5,416 + 0,541 5,817 + 0,742

HLM nicht-pulsatil + Minozyklin 3,400 + 0,562 3,874 + 1,020
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8.3.6 Immunhistochemie

Tabelle 34 IHC-Farbung AIF, MW + SEM und p-Werte

CAl CA3
p-Wert p-Wert
MW + SEM MW + SEM in
- o Kontrolle HLM nicht- o Kontrolle HLM nicht-
in % %
pulsatil pulsatil
Kontrolle 2,706 2,723
+0,611 +0,469
Kontrolle + 3,505 0,325 3,837 0,822
Minozyklin +0,564 +0,601
HLM pulsatil 3,254 0,881 0,001 4,158 0,358 0,018
+0,451 +0,469
HLM nicht-pulsatil 5,595 0,0001 7,685 0,0001
+0,343 +1,261
HLM nicht-pulsatil + 2,471 0,996 0,0001 3,263 0,988 0,002
Minozyklin +0,218 +0,718
Tabelle 35 IHC-Farbung HIF 1-alpha, MW + SEM und p-Werte
CAl CA3
p-Wert p-Wert
MW + SEM in MW + SEM
% Kontrolle HLM nicht- s o Kontrolle HLM nicht-
o . in % .
pulsatil pulsatil
Kontrolle 1,799 4,538
+0,164 +0,748
Kontrolle + 2,665 0,778 4,337 1
Minozyklin +0,311 +0,728
HLM pulsatil 3,068 0,526 0,0001 4,720 1 0,002
+0,358 +0,341
HLM nicht-pulsatil 6,088 0,0001 9,485 0,005
+1,052 +1,749
HLM nicht-pulsatil + 3,076 0,514 0,003 4,527 0,986 0,019
Minozyklin +0,490 +1,011
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Tabelle 36 IHC-Farbung 3-Nitrotyrosin, MW + SEM und p-Werte

CAl CA3
p-Wert p-Wert
MW + SEM in - MW + SEM in -
% Kontrolle HLM nicht- o Kontrolle | HLM nicht-
pulsatil pulsatil
Kontrolle 0,340 0,546
+0,084 +0,177
Kontrolle + 1,116 0,353 0,894 0,967
Minozyklin +0,165 +0,147
HLM pulsatil 2,077 0,001 0,0001 1,210 0,396 0,0001
+0,259 + 0,400
HLM nicht-pulsatil 4,459 0,0001 4,815 0,0001
+0,450 +0,621
HLM nicht-pulsatil + 1,544 0,073 0,0001 1,293 0,702 0,0001
Minozyklin +0,179 +0,129
Tabelle 37 IHC-Farbung cC3, MW + SEM und p-Werte
CAl CA3
p-Wert p-Wert
MW + SEM in ) MW + SEM in -
% Kontrolle HLM nicht- % Kontrolle HLM nicht-
pulsatil pulsatil
Kontrolle 4,509 4,834
+0,396 +0,371
Kontrolle + 5,023 0,995 5,753 0,965
Minozyklin +0,649 +0,249
HLM pulsatil 5,638 0,898 0,0001 6,726 0,644 0,0001
+0,436 +0,198
HLM nicht-pulsatil 11,651 0,0001 12,659 0,0001
+1,554 +1,836
HLM nicht-pulsatil + 9,025 0,021 0,278 10,772 0,0003 0,667
Minozyklin + 0,497 +0,780
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Tabelle 38 IHC-Farbung PAR, MW + SEM und p-Werte

CAl CA3
p-Wert p-Wert
MW + SEM in - MW + SEM in -
o Kontrolle HLM nicht- o Kontrolle | HLM nicht-
pulsatil pulsatil
Kontrolle 2,015 1,963
+0,218 +0,443
Kontrolle + 2,453 0,802 2,732 0,635
Minozyklin +0,288 +0,283
HLM pulsatil 4,624 0,0001 0,0001 4,822 0,0001 0,0001
+0,275 +0,146
HLM nicht-pulsatil 8,583 0,0001 8,741 0,0001
+0,274 +0,532
HLM nicht-pulsatil + 6,108 0,0001 0,0001 6,274 0,0001 0,001
Minozyklin +0,224 +0,415
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