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1 Einleitung

Der Begriff ,extrakorporale Zirkulation“ beschreibt einen Blutkreislauf auf3erhalb
des Korpers. Mit seiner Hilfe kann die Funktion von Organen wie etwa des
Herzens oder der Lunge vortbergehend durch medizinische Gerate ersetzt

werden. Dies ist in verschiedenen Situationen notwendig.

Fur Eingriffe am Herzen oder an groRen GeféalRen muss der Herzschlag haufig
unterbrochen werden. Damit der Korper in dieser Zeit weiterhin mit Sauerstoff
versorgt wird, kommt eine Herz-Lungen-Maschine (HLM) zum Einsatz. Sie
tbernimmt wéhrend der Operation die Funktion von Herz und Lunge, indem sie
venoses Blut aufnimmt, mit Sauerstoff anreichert und zurtick in den Korper
pumpt. Ein &ahnliches Verfahren, die Extrakorporale Membranoxygenierung
(ECMO), wird in der Intensiv- und Notfallmedizin verwendet. Die ECMO
unterstutzt die Funktion des Herzens und / oder der Lunge bei schweren
Erkrankungen, die zu einem Kreislaufschock, Lungenversagen oder

Herzstillstand gefuhrt haben.

In den vergangenen Jahren sind die globale Morbiditat und Mortalitat durch
kardiovaskulare Erkrankungen deutlich gestiegen. So wurden im Jahr 2016
weltweit Uber 17 Millionen Todesfalle registriert, die auf Herz- und
Gefallerkrankungen zurtickzufihren sind. Im Vergleicht zum Jahr 2006
entspricht dies einer Zunahme um 14,5% (Naghavi et al., 2017). Die Anzahl der
Lebensjahre mit Krankheit erhéhte sich im gleichen Zeitraum um 29,4% auf mehr
als 33 Millionen Jahre (Vos et al., 2017). Es ist wahrscheinlich, dass diese
Entwicklung in Zukunft auch zu einem verstarkten Einsatz von Herz-Lungen-
Maschine und ECMO fuhren wird.

Um die medizinische Versorgung der Patienten zu optimieren, muss die
extrakorporale Zirkulation weiter untersucht werden. Denn neben ihrem Nutzen
ist die Anwendung einer Herz-Lungen-Maschine oder ECMO auch mit
Problemen verbunden. Der Kontakt des Blutes zu Fremdoberflachen, der bei den
Verfahren auftritt, stellt fir den Korper eine pathologische Situation dar. Es
kommt zu einer Entziindungsreaktion, die verschiedene Gewebe schadigen und

in ihrer Funktion beeintrachtigen kann. Neuere Erkenntnisse weisen darauf hin,



dass auch das Endothel hiervon betroffen ist (Angdin et al., 2001, Lanzarone et
al., 2010, Schmid et al., 2006a, Schmid et al., 2006b, Ruel et al., 2005). Dies
konnte eine wichtige Rolle bei der Entstehung von Komplikationen spielen und
sich auf die Prognose der Patienten auswirken.

In der vorliegenden Arbeit soll untersucht werden, wie sich Herz-Lungen-
Maschine und Extrakorporale Membranoxygenierung auf das Endothel
auswirken. Der Fokus liegt dabei auf einer moglichen Beeintrachtigung der
Endothelfunktion  durch  proinflammatorische  Zytokine und reaktive
Sauerstoffspezies, die im Rahmen der Entziindungsreaktion freigesetzt werden.
Zur Beurteilung des Endothels wurde das Endo-PAT-System (Itamar Medical
Ltd., Caesarea, Israel) eingesetzt, welches eine nicht-invasive Untersuchung der
Endothelfunktion ermdéglicht (Patvardhan et al., 2010).

1.1 Herz-Lungen-Maschine und ECMO

Zunachst werden Aufbau und Funktion der Herz-Lungen-Maschine und der
ECMO erlautert.

1.1.1 Herz-Lungen-Maschine

Die Herz-Lungen-Maschine ersetzt wahrend einer Operation kurzzeitig die
Funktion des Herzens und der Lunge. Dem Patienten wird kontinuierlich ventses
Blut entnommen, au3erhalb des Kérpers oxygeniert und decarboxyliert und tber
die Aorta wieder in den Korperkreislauf gepumpt. So kann auch bei Herzstillstand
und fehlender Atmung die Sauerstoffversorgung im Gewebe gewdhrleistet
werden. Dies ist bei verschiedenen Eingriffen notwendig, die nur am ruhenden
Herzen durchgefiihrt werden kénnen oder bei denen Herzhéhlen oder grol3e
GefaRe  eroffnet werden. Dazu gehdren  Koronararterienbypasse,
Herzklappenersatz und -Rekonstruktion, Korrektur von Herzfehlern, Herz- und

Lungentransplantation sowie Eingriffe an der Aorta ascendens.

Aktuell werden in Deutschland Uber 70.000 Operationen pro Jahr unter

Verwendung einer Herz-Lungen-Maschine durchgefiihrt (Beckmann et al., 2020).

Abbildung 1 zeigt den Aufbau einer modernen Herz-Lungen-Maschine. Die
wichtigsten Bestandteile der Herz-Lungen-Maschine sind Kantlen und



Schlauche, ein vendses Reservoir, ein Membranoxygenator, Warmetauscher

und mehreren Pumpen.

Abbildung 1: Herz-Lungen-Maschine

Mit freundlicher Genehmigung von Walter Jost, Universitatsklinikum Tibingen, Kardiotechnik.
Ubersicht (links) und Details (rechts). 1 = Schlauchsystem, 2 = Monitor, 3 = Steuereinheit, 4 =
vendses Reservoir, 5 = Membranoxygenator mit Warmetauscher, 6 = Pumpe

Je nach Operation wird eine vendse Kandule in den Vv. cavae superior und inferior
oder im rechten Vorhof platziert. Von dort stromt das Blut passiv Uber Schlauche
in ein vendses Reservoir. Auch abgesaugtes Blut aus dem Operationsgebiet,
zum Beispiel aus den Ventrikeln oder der Perikardhohle, wird in das Reservoir
eingespeist. Das Blut wird nun von einer Rollerpumpe beschleunigt, sodass ein
kontinuierlicher, nicht-pulsatiler Fluss entsteht. Seltener werden Pumpen
verwendet, die einen pulsatilen Fluss erzeugen kénnen. Im Oxygenator erfolgt
der Gasaustausch. Das Blut stromt Uber eine grof3flachige, semipermeable
Membran, die auf der anderen Seite mit Frischgas umspult wird. Dabei diffundiert
Sauerstoff entlang des Partialdruckgradienten aus der Gasphase ins Blut und
Kohlenstoffdioxid aus dem Blut in die Gasphase. Ein integrierter Warmetauscher
gleicht Warmeverluste aus und reguliert die Temperatur. Uber weitere Schlauche
und eine arterielle Kantle in der Aorta wird das oxygenierte Blut schlie3lich
zurlck in den Korperkreislauf gepumpt. Filter und Detektoren im Schlauchsystem
stellen sicher, dass keine gro3eren Thromben, Luftblasen oder andere Partikel

mit eingeschwemmt werden.

Wahrenddessen wird die Funktion der Herz-Lungen-Maschine engmaschig
Uberwacht und angepasst. Dazu werden wichtige Parameter wie das



Minutenvolumen, der arterielle Blutdruck und die Kérpertemperatur auf Monitoren
angezeigt. Blutgassensoren im vendsen und arteriellen Schenkel der Herz-
Lungen-Maschinen messen den Sauerstoffpartialdruck, Kohlenstoffdioxid-
Partialdruck und pH-Wert und ermdglichen so eine Beurteilung des
Gasaustauschs. Zentralvendse Sauerstoffsattigung und Laktatwert geben

Aufschluss Uber die Kreislaufsituation.

Um die Entstehung von Thromben zu verhindern, wird vor Beginn der
extrakorporalen Zirkulation eine Antikoagulation mit Heparin eingeleitet und im
Verlauf regelmafig anhand der Activated Clotting Time (ACT) kontrolliert. Sobald
der Patient nicht mehr an die Herz-Lungen-Maschine angeschlossen ist, kann
die Heparinisierung mit Protamin aufgehoben werden.

1.1.2 ECMO

Die Extrakorporale Membranoxygenierung wird in der intensivmedizinischen
Therapie des Lungenversagens und des kardiogenen Schocks eingesetzt. Das
ECMO-System entlastet Herz und / oder Lunge und kann so die Zeit bis zur
Wiederherstellung der Organfunktion, der Implantation eines permanenten
Unterstitzungssystems oder einer Transplantation Uberbrticken. Je nachdem, ob
nur die Lungenfunktion oder auch die kardiale Funktion unterstitzt werden soll,

unterschiedet man zwischen venovendéser (vv-) und venoarterieller (va-) ECMO.

Eine Sonderform der va-ECMO ist die Extrakorporale kardiopulmonale
Reanimation (ECPR), die bei Patienten mit Herzstillstand eingesetzt wird. Hier
ersetzt das System die manuelle Thoraxkompression und erhélt den Kreislauf
aufrecht. Die ECPR kann durch spezialisierte Teams auch bei préklinischen

Notfallen eingesetzt werden (Hutin et al., 2018).

Insgesamt wurde die Extrakorporalen Membranoxygenierung in den
vergangenen Jahren haufiger eingesetzt. Vor allem die Fallzahlen der va-ECMO
haben zugenommen. Sie stiegen in Deutschland zwischen 2007 und 2014 von
96 auf tber 2800 Falle pro Jahr an. Mit einer vw-ECMO wurden im Jahr 2014
mehr als 1900 Patienten behandelt (Karagiannidis et al., 2016).
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Wie Abbildung 2 zeigt, gleicht das ECMO-System in Aufbau und Funktion einer
vereinfachten Herz-Lungen-Maschine. Es besteht aus Kantlen und Schlauchen,
einem Membranoxygenator, einem Warmetauscher und einer Pumpe. Mit ihnen

wird kontinuierlich vendses Blut aus dem Korper entnommen, oxygeniert und

decarboxyliert und wieder in das Gefal3system gepumpt.

Abbildung 2: ECMO-System

Mit freundlicher Genehmigung von Walter Jost, Universitatsklinikum Tabingen, Kardiotechnik.
Ubersicht (links) und Details (rechts). 1 = Monitor und Steuereinheit, 2 = Membranoxygenator mit
Warmetauscher, 3 = Pumpe, 4 = Schlauchsystem

Bei der vw-ECMO wird das Blut tber die V. femoralis aus der V. cava inferior
entnommen und Uber die V. jugularis in die V. cava superior zurlickgegeben. Das
Herz pumpt das oxygenierte Blut ohne Unterstlitzung durch den Lungenkreislauf
und den Korperkreislauf. Das ECMO-System Ubernimmt nur die Funktion der
Lunge, den Gasaustausch. Die kardiale Funktion des Patienten muss daher
erhalten sein. Im Gegensatz dazu wird bei der va-ECMO auch die Pumpfunktion
des Herzens durch das Gerat unterstitzt. Hier wird die Ruckgabekanile tber die
A. femoralis oder A. subclavia eingebracht, sodass das oxygenierte Blut ins
arterielle Gefal3system gepumpt wird. Das ECMO-System kann das benoétigte
Minutenvolumen teilweise oder auch vollstandig aufbringen. So wird der Kreislauf

aufrechterhalten und das Herz entlastet.

Die Funktion des Systems wird engmaschig kontrolliert und es erfolgt, teils
abhangig vom individuellen Blutungs- und Thromboserisiko des Patienten, eine

Antikoagulation mit Heparin.
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1.1.3 Vergleich

Herz-Lungen-Maschine und ECMO zeigen groRe Ahnlichkeiten in Aufbau und
Funktion. Doch es gibt auch einige Unterschiede zwischen den beiden
Systemen. Die Herz-Lungen-Maschine hebt sich unter anderem durch

e Eine kirzere Anwendungsdauer

e Das chirurgische Trauma durch die Operation

¢ Die eingeschrankte Durchblutung von Herz und Lunge
e Einen kontinuierlichen, nicht-pulsatilen Blutfluss und

e Das Patientenkollektiv

von der ECMO ab. Die Herz-Lungen-Maschine wird typischerweise nur fur
wenige Stunden bei einer Operation verwendet, die ECMO hingegen uber
mehrere Tage bis Wochen. Weiterhin entsteht bei herzchirurgischen Eingriffen,
bei denen der Thorax eroffnet wird, ein Gewebeschaden. Ein solches
chirurgisches Trauma tritt bei der ECMO-Therapie nicht auf. Die Durchblutung
von Herz und Lunge ist bei Operationen mit Herz-Lungen-Maschine
eingeschréankt, da diese Organe weitgehend aus dem Kreislauf ausgeschlossen
sind. Dies kann zu Ischamie-Reperfusion-Schéden fuhren. Im Gegensatz dazu
wird die Durchblutung von Herz und Lunge bei der ECMO-Therapie nicht
unterbrochen. Auch der Blutfluss unterschiedet sich zwischen den Verfahren. Bei
Operationen mit Herz-Lungen-Maschine ist er aufgrund des intraoperativen
Herzstillstands in der Regel kontinuierlich. Eine Herz-Lungen-Maschine mit
pulsatilem Fluss wird nur selten verwendet. Patienten mit ECMO hingegen
zeigen aufgrund der verbliebenen Pumpfunktion einen teilweise pulsatilen
Blutfluss, auch wenn das ECMO-System einen kontinuierlichen Fluss erzeugt.
SchlieB3lich gibt es relevante Unterschiede zwischen den Patientenkollektiven.
Patienten, bei denen eine Operation mit Herz-Lungen-Maschine durchgefuhrt
wird, weisen in der Mehrzahl eine chronische Erkrankung auf. Im Gegensatz
dazu sind Patienten mit ECMO akut durch ein Lungenversagen oder einen

kardiogenen Schock bedroht und in kritischem Zustand (Millar et al., 2016).

Diese Unterschiede wirken sich moglicherweise auch auf pathophysiologische

Vorgange bei der Anwendung von Herz-Lungen-Maschine und ECMO aus.
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1.2 Pathophysiologie der extrakorporalen Zirkulation

Wie bereits beschrieben wird bei der extrakorporalen Zirkulation ein Kreislauf
aulBerhalb des Korpers hergestellt. Dabei kommt Blut in Kontakt mit
Biomaterialien wie etwa Schlauchen, Filtern und Oxygenator. Dies hat
verschiedene Folgen. Die Fremdoberflachen verursachen eine Hamolyse,
aktivieren die Blutgerinnung und l6sen zusammen mit anderen Faktoren eine

Entzindungsreaktion aus.

Im Folgenden wird beschrieben, wie es bei der extrakorporalen Zirkulation zu
Inflammation und oxidativem Stress kommen kann. Anschliel3end wird auf die

Auswirkungen auf das Endothel eingegangen.

1.2.1 Inflammation und oxidativer Stress

Operationen mit Herz-Lungen-Maschine fihren zu einer komplexen
Entzindungsreaktion. Diese wird in erster Linie durch das angeborene
Immunsystem vermittelt. Das Komplementsystem wird in Gang gesetzt,
Monozyten und neutrophile Granulozyten werden aktiviert und grof3e Mengen
proinflammatorischer Zytokine und Sauerstoffradikale freigesetzt. Daneben
tragen auch Gerinnungsfaktoren, Thrombozyten und Endothelzellen zur
Inflammation bei (Paparella et al., 2002). In der Folge entwickeln bis zu 58% der
Patienten postoperativ ein Systemic Inflammatory Response Syndrome (SIRS),
das sich in einer veranderten Korpertemperatur, Tachykardie, Atmungsstorung
und auffalligen Leukozytenzahlen duf3ert (Dieleman et al., 2017).

Ausgeldst wird diese Entzindungsreaktion durch mehrere Faktoren. Dazu
gehdren neben dem Kontakt zu Fremdoberflachen (Edmunds, 1993) auch das
chirurgische Trauma (Gu et al., 1999), Ischamie-Reperfusion-Schaden an
Myokard und Lunge (Zahler et al., 1999, Massoudy et al., 2001) und ins Blut

aufgenommene Endotoxine (Jansen et al., 1992).

Welchen Beitrag die einzelnen Faktoren zu der beobachteten
Entziindungsreaktion leisten, ist schwer abzuschatzen. Die extrakorporale
Zirkulation scheint jedoch eine wichtige Rolle zu spielen. Mehrere klinische

Studien haben gezeigt, dass bei Operationen mit Herz-Lungen-Maschine
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signifikant hohere Entzindungsparameter messbar sind als bei solchen ohne
Herz-Lungen-Maschine. Unter anderem wurden hdhere Konzentrationen von
Komplementfaktoren und Zytokinen, eine starkere Expression von
Adhasionsmolekilen und eine vermehrte Freisetzung der von neutrophilen
Granulozyten gebildeten Elastase bei Operationen mit Herz-Lungen-Maschine
nachgewiesen. Auch Marker flr oxidativen Stress waren bei Operationen mit
Herz-Lungen-Maschine  signifikant hoher. In  einer  systematischen
Ubersichtsarbeit kommen Raja et al. daher zu dem Schluss, dass bei
Operationen mit Herz-Lungen-Maschine insgesamt eine starkere Inflammation
auftritt (2007).

Die Extrakorporale Membranoxygenierung ist ebenfalls mit einer systemischen
Entztindungsreaktion verbunden. Bei Kindern haben Graulich et al., Hirthler et al.
und Fortenberry et al. zu Beginn der ECMO-Therapie einen signifikanten Anstieg
von Komplementfaktoren, Zytokinen und Sauerstoffradikalen sowie eine
Aktivierung von neutrophilen Granulozyten nachgewiesen (Graulich et al., 2002,
Hirthler et al., 1992, Fortenberry et al., 1996). Fir Erwachsene liegen nur wenige
Daten vor. Eine klinische Studie von Burrell et al. spricht jedoch daflr, dass die
Entziindungsreaktion in dieser Altersgruppe stark durch die zugrunde liegende
Erkrankung beeinflusst wird. Hier fiel die Konzentration verschiedener Zytokine
in den ersten Tagen der ECMO-Therapie ab (2017).

Wie die Ursachen der Inflammation sind auch ihre Auswirkungen vielfaltig.
Verschiedene Organe, beispielsweise die Lunge und die Nieren, kénnen durch
die Entzindung geschéadigt werden. Die Einwanderung neutrophiler
Granulozyten und die Freisetzung reaktiver Sauerstoffspezies durch Respiratory
Burst gelten dabei als besonders kritische Schritte (Tonz et al., 1995, Partrick et
al., 1999). In der Lunge kann die Entziindungsreaktion Odeme und alveolare
Infiltrate hervorrufen, die den Gasaustausch behindern (Wasowicz et al., 1999).
Bei einer Schadigung der Nieren wird die Ausscheidungsfunktion beeintrachtigt
(Rinder et al., 2003).

Im nachsten Abschnitt wird erlautert, wie sich Inflammation und oxidativer Stress

auf das Endothel auswirken.
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1.2.2 Endotheliale Dysfunktion

Das Endothel bildet die innerste Schicht eines BlutgefaRes. Im gesunden
Zustand erfullt es mehrere Funktionen: Es grenzt Intravasalraum und Gewebe
voneinander ab, interagiert mit Leukozyten und Thrombozyten und ist an der
Regulation des Gefaldtonus beteiligt. Hierfir sezerniert es vasoaktive
Substanzen wie Stickstoffmonoxid (NO), Prostacyclin und Endothelin. NO wirkt
vasodilatativ, das heil3t es relaxiert die glatte Muskulatur und fuhrt zu einer
Gefallerweiterung. Dieser Vorgang wird als Endothel-abhéangige Vasodilatation
bezeichnet. Daneben beeinflusst es auch die Bindungseigenschaften des
Endothels, sodass die Adhéasion von Leukozyten und Thrombozyten reduziert
wird (De Caterina et al.,, 1995, Radomski et al., 1987). Ein Mangel an
Stickstoffmonoxid fihrt zu einer Vasokonstriktion und erleichtert die Entstehung
von Thromben, wodurch es zu einer Minderperfusion des Gewebes kommen

kann.

In verschiedenen Zustanden ist die NO-Produktion des Endothels vermindert.
Dies wird als endotheliale Dysfunktion bezeichnet. Eine solche Stérung tritt bei
Herz-Kreislauf-Erkrankungen wie der Arteriellen Hypertonie (Vanhoutte, 1996),
Koronaren Herzkrankheit (Kinlay und Ganz, 1997) und Herzinsuffizienz
(Bauersachs und Widder, 2008) auf, aber auch bei metabolischen Stérungen wie
Diabetes mellitus (De Vriese et al., 2000) und Hypercholesterindmie (Hermida
und Balligand, 2014) sowie beim Rauchen (Messner und Bernhard, 2014).
Neuere Ergebnisse weisen darauf hin, dass eine endotheliale Dysfunktion auch
bei Patienten mit extrakorporaler Zirkulation vorliegt.

Hingorani et al. haben gezeigt, dass eine akute Inflammation die Endothel-
abhangige Vasodilatation signifikant reduziert (2000). Dies kann unter anderem
auf freigesetzte Zytokine und Sauerstoffradikale zuriickgefuhrt werden. Zhang et
al. haben festgestellt, dass proinflammatorische Zytokine die Expression der
endothelialen NO-Synthase hemmen, was dazu fuhrt, dass weniger
Stickstoffmonoxid gebildet wird (1997). Parallel kann es zu einer Hochregulierung
der induzierbaren NO-Synthase in glatter Muskulatur kommen, die im Gegensatz
zur endothelialen NO-Synthase jedoch keine protektive Funktion fur das
Kreislaufsystem besitzt (MacNaul und Hutchinson, 1993). Zusatzlich
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beeintrachtigen reaktive Sauerstoffspezies die Bioverfligbarkeit von
Stickstoffmonoxid. Das vom Endothel gebildete NO wird durch ihre Einwirkung
schneller inaktiviert und es kann zu einer Entkopplung der NO-Synthese kommen
(Karbach et al., 2014). Dass eine Entzindungsreaktion sich so auswirkt, legt
nahe, dass die Endothelfunktion auch durch die Inflammation bei der

extrakorporalen Zirkulation beeintrachtigt wird.

In mehreren Tierversuchen mit simulierter Herz-Lungen-Maschine konnte eine
endotheliale Dysfunktion bereits nachgewiesen werden. Beispielsweise haben
Park et al. gezeigt, dass die Expression der endothelialen NO-Synthase bei
Schweinen nach extrakorporaler Zirkulation signifikant abnimmt (1999). Eine
Beeintrachtigung der Endothel-abh&ngigen Vasodilatation wurde in Gefal3en des
Herzens (Sellke et al., 1993b), der Lunge (Kirshbom et al., 1996) und anderer
Organe beobachtet (Wagerle et al., 1998, Doguet et al., 2004, Stamler et al.,
1997). Durch eine Leukozyten-Depletion (Schmidt et al., 1996) sowie die Gabe
von Anti-C5a-Antikdrpern (Tofukuji et al., 1998, Park et al., 1999), Antioxidanten
(Sellke et al.,, 1993a, Morita et al., 1996) und Tetrahydrobiopterin, einem
wichtigen Kofaktor bei der NO-Synthese (Szabo et al., 2011), konnte die
Endothelfunktion stabilisiert werden. Dariiber hinaus haben Nakano et al.
gezeigt, dass ein pulsatiler Fluss die NO-Produktion im Vergleich zum
kontinuierlichen Fluss steigert und mit einem geringeren GefalRwiderstand
assoziiert ist (2000).

Klinische Studien gibt es indes nur wenige. Angdin et al. haben Patienten mit
verschiedenen Operationsverfahren in der Koronararterienchirurgie untersucht
und gezeigt, dass die Endothel-abhangige Vasodilatation in der Lunge nach einer
konventionellen Bypassoperation mit Herz-Lungen-Maschine (On-Pump
Coronary Artery Bypass, ONCAB) signifikant beeintrachtigt ist. Wahrend eine
Infusion von Acetylcholin den pulmonalen Gefal3widerstand préaoperativ um 25%
senkte, wurden postoperativ nur noch 6% erreicht. Bei Patienten, die ohne Herz-
Lungen-Maschine operiert wurden (Off-Pump Coronary Artery Bypass, OPCAB),
war die Endothel-abhdngige Vasodilatation besser erhalten (2001). Im
Gegensatz dazu fanden Johansson-Synnergren et al. an peripheren GefalRen der
Arme keinen signifikanten Unterschied zwischen Patienten mit ONCAB und
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OPCAB. Sie haben die Endothel-abhangige Vasodilatation ausschlieflich
postoperativ untersucht, sodass Veranderungen innerhalb der Gruppen nicht
beurteilt werden konnten (2004). In einer Arbeit von Lanzarone et al. wurde die
endotheliale NO-Produktion bei herzchirurgischen Patienten anhand der
Konzentration von Metaboliten wie Nitrit und Nitrat beurteilt. Dabei fuhrten
Eingriffe mit Herz-Lungen-Maschine zu einem signifikanten Abfall der NO-
Bioverfligbarkeit, der bei Eingriffen ohne Herz-Lungen-Maschine nicht auftrat
(2010). Vermeulen et al. haben gezeigt, dass vom Endothel gebildetes NO bei
Patienten mit Herz-Lungen-Maschine vermehrt durch Hamoglobin inaktiviert
wird, das bei der Hamolyse von Erythrozyten anfallt (2014). Dies kdnnte neben
einer gestorten NO-Synthese zusétzlich zum Mangel an Stickstoffmonoxid
beitragen.

Neben der Endothelfunktion scheint auch die Vitalitdt des Endothels bei
Patienten mit extrakorporaler Zirkulation beeintrachtigt zu sein. Aebert et al.
haben gezeigt, dass kultivierte Endothelzellen, die mit Serum von Patienten mit
Herz-Lungen-Maschine inkubiert werden, vermehrt in Apoptose gehen (2000).
Schmid et al. haben bei Operationen mit Herz-Lungen-Maschine einen Anstieg
zirkulierender Endothelzellen im Blut nachgewiesen. Dies wird von den Autoren
auf eine Schadigung des Endothels in vivo zurtckgefihrt (2006a). In einer
weiteren Studie haben Schmid et al. Patienten mit ONCAB und OPCAB
verglichen und konnten in der ONCAB-Gruppe signifikant mehr zirkulierende
Endothelzellen und eine starkere proapoptotische Wirkung des Serums auf
kultivierte Endothelzellen feststellen (2006b). Ruel et al. fanden weiterhin eine
beeintrachtigte Funktion und Vitalitdt endothelialer Progenitorzellen (2005). Auch
hier stellen Zytokine wund Sauerstoffradikale, die im Rahmen der

Entziindungsreaktion freigesetzt werden, eine mogliche Ursache dar.

1.3 Untersuchung der Endothelfunktion

Im Laufe der Zeit wurden verschiedene Methoden zur Untersuchung der
Endothelfunktion entwickelt. Die folgenden Verfahren werden verwendet, um die
NO-Produktion des Endothels und die Endothel-abhé&ngige Vasodilatation zu

beurteilen.
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1.3.1 Bestimmung zirkulierender Marker

Bei der Metabolisierung von Stickstoffmonoxid fallen verschiedene Produkte an.
Ein Beispiel hierfur ist Nitrit. Diese Produkte zirkulieren im Blut und kdnnen durch
laborchemische Untersuchungen quantifiziert werden. lhre Konzentration
spiegelt die NO-Bioverfigbarkeit wider und kann als Marker fir die

Endothelfunktion genutzt werden (Dejam et al., 2004).

1.3.2 Untersuchung von Blutgefal3en ex vivo

In Laborversuchen werden praparierte Abschnitte von Blutgefal3en untersucht.
Es werden vor allem Gefal3e von Tieren verwendet. Diese werden zunachst mit
einem Katecholamin umsptilt, um eine Vasokonstriktion zu erreichen. Dann wird
ein Endothel-abhangiger Vasodilatator wie beispielsweise Acetylcholin appliziert,
der die Freisetzung von NO aus dem Endothel stimuliert. Es kommt zu einer
Endothel-abh&ngigen Vasodilatation, die anhand der Zunahme des
GefalRdurchmessers beurteilt werden kann (Stamler et al., 1997).

1.3.3 Katheterverfahren

Die  Endothelfunktion  der HerzkranzgefaRe kann  mithilfe  einer
Koronarangiografie untersucht werden. Dazu wird ein Katheter tGber die Aorta bis
in die Koronararterien vorgeschoben und Kontrastmittel injiziert, sodass die
GefalRe im Rontgen darstellbar sind. Mit Acetylcholin oder einer anderen
Substanz wird eine Endothel-abhéangige Vasodilatation ausgeldst. Die Zunahme

des GefaRdurchmessers kann angiografisch ermittelt werden (Vita et al., 1990).

Eine Katheter-gestitzte Untersuchungsmethode ist auch fiur Gefal3e der Lunge
beschrieben. Hier wird ein Pulmonalarterienkatheter tUber eine zentrale Vene
eingefuhrt und mit dem Blutstrom Uber den rechten Vorhof und Ventrikel in die A.
pulmonalis eingeschwemmt. Es werden verschiedene Dricke gemessen, mit
denen der pulmonale GefalRwiderstand berechnet werden kann. Anschliel3end
wird ein Endothel-abhéangiger Vasodilatator appliziert und die Messungen werden
wiederholt. Die Abnahme des Gefal3widerstandes kann als Mal3 fur die erfolgte

Vasodilatation verwendet werden (Conraads et al., 1994).
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1.3.4 Venenverschlussplethysmografie

Die Endothel-abhangige Vasodilatation peripherer Gefalle kann mit der
Venenverschlussplethysmografie beurteilt werden. Bei diesem Verfahren wird
der vengse Abfluss eines Unterarms unterbunden und der Umfang des Arms
plethysmografisch gemessen. Da das vendse Blut nicht abflie3t, fihrt der
pulsatile arterielle Einstrom zu einer Umfangszunahme. Diese ist umso
ausgepragter, je hoher der arterielle Blutfluss ist. Eine Vasodilatation auf3ert sich
daher in einem Anstieg des plethysmografischen Signals. Typischerweise wird
die GefalRerweiterung auch bei diesem Verfahren durch die intraarterielle
Injektion von Acetylcholin oder einem anderen Endothel-abhéngigen
Vasodilatator ausgeltst. Zusatzlich kann eine Endothel-unabhéngiger
Vasodilatator wie Nitroprussid gegeben werden, der kein NO aus dem Endothel
freisetzt, sondern direkt an der glatten Muskulatur wirkt. Dies ermdglicht eine
Differenzierung zwischen Veranderungen der Endothelfunktion und der
Sensitivitat der GefaBmuskulatur (Wilkinson und Webb, 2001).

1.3.5 Fluss-mediierte Dilatation

Die Fluss-mediierte Dilatation (FMD) beschreibt eine GefalRerweiterung infolge
einer kurzzeitigen Ischamie. Diese entsteht durch eine Zunahme der Scherkrafte
am Endothel bei der Wiederherstellung des Blutflusses und wird durch NO
vermittelt. Zur Bestimmung der FMD wird die Durchblutung einer Extremitat fur
wenige Minuten unterbrochen, meist mithilfe einer Blutdruckmanschette, die auf
Werte oberhalb des systolischen Blutdrucks aufgepumpt wird. Vor und nach der
Unterbrechung wird eine Arterie der Extremitat duplexsonographisch dargestellt
und vermessen. Die Zunahme des Gefal3durchmessers wird berechnet und als

absoluter und relativer Wert angegeben (Thijssen et al., 2011).

1.3.6 Periphere arterielle Tonometrie

Eine weitere, nicht-invasive Methode zur Beurteilung der Endothel-abhéngigen
Vasodilatation ist die Periphere arterielle Tonometrie (PAT, Itamar Medical Ltd.,
Caesarea, Israel). Hier wird der Gefal3tonus anhand des Pulsvolumens beurteilt.
Fur die Untersuchung werden plethysmografische Sensoren an den Fingern des

Probanden angebracht. Sie registrieren periodische Volumenschwankungen, die
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durch den pulsatilen Blutfluss entstehen. Die Amplitude des plethysmografischen
Signals ist umso gréf3er, je hoher der Blutfluss in der Extremitat ist. Wenn sich
die Blutgefal3e erweitern, fihrt dies zu einem Signalanstieg. Auch bei diesem
Verfahren wird die Endothel-abhangige Vasodilatation durch eine kurzzeitige
Ischamie ausgelost. Wie bei der FMD wird der Blutfluss in einem Arm mithilfe
einer Manschette fur wenige Minuten unterbrochen. Die Wiederherstellung des
Blutflusses erzeugt Scherkrafte am Endothel und fuhrt zu einer NO-vermittelten
Gefal3erweiterung.

Das digitale Pulsvolumen wird sowohl in Ruhe als auch nach Unterbrechung des
Blutflusses aufgezeichnet. Der relative Anstieg des plethysmografischen Signals
wird ermittelt und als Mal3 fur die Vasodilatation angegeben. Zusatzlich kann der
Wert auf die Gegenseite normiert werden, um systemische Veranderungen
auszuschliel3en. Hierfur werden beide Arme simultan untersucht. Auf einer Seite
wird eine Endothel-abhangige Vasodilatation ausgel6st, die andere Seite dient
als Kontrolle (Patvardhan et al., 2010).

1.3.7 Stellenwert nicht-invasiver Untersuchungsmethoden

Katheterverfahren wie die Koronarangiografie gelten als Goldstandard in der
Diagnostik einer endothelialen Dysfunktion. Bei ihrer Durchfihrung kénnen
jedoch verschiedene Komplikationen auftreten. Hierzu gehoren allergische
Reaktionen, Kontrastmittel-induzierte Nierenschadigung, Verletzung von
Blutgefal3en mit nachfolgendem Hamatom oder einer Dissektion der Gefaldwand,
Herzrhythmusstorungen, Thrombosen und Embolien (Tavakol et al., 2012).
Daher sollte die Indikation zu einem solchen Verfahren nur gestellt werden, wenn

der erwartete Nutzen die Risiken Uberwiegt.

Seit einigen Jahren werden zur Untersuchung der Endothelfunktion zunehmend
auch nicht-invasive Untersuchungsmethoden eingesetzt. Diese kdnnen aufgrund
des geringen Komplikationspotentials breiter eingesetzt werden, beispielsweise
auch bei gesunden Probanden, bei denen eine invasive Untersuchung nicht
indiziertist. Studien belegen, dass sowohl die Fluss-mediierte Dilatation als auch
die Periphere arterielle Tonometrie geeignet sind, um eine endotheliale

Dysfunktion nachzuweisen. Die Ergebnisse beider Untersuchungsmethoden
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zeigen groRe Ubereinstimmungen mit denen einer Koronarangiografie
(Broxterman et al., 2019, Bonetti et al., 2004). Zusatzlich ist die nicht-invasive
Untersuchung der Endothelfunktion auch in der Lage, zukinftige kardiovaskulare
Ereignisse vorherzusagen (Ras et al., 2013, Rubinshtein et al., 2010).

1.4 Ziele der vorliegenden Arbeit

Die vorliegende Arbeit soll neue Erkenntnisse tber die extrakorporale Zirkulation
und ihren Auswirkungen auf den Korper liefern. Dabei konzentriert sie sich auf
eine mogliche Stérung der Endothelfunktion im Zusammenhang mit Inflammation
und oxidativem Stress bei Operationen mit Herz-Lungen-Maschine und bei der
ECMO-Therapie.

Der aktuelle Stand der Forschung wurde in den vorhergehenden Kapiteln bereits
beschrieben. Die Entzindungsreaktion, die bei der extrakorporalen Zirkulation
auftritt, wurde vielfach untersucht und ist gut dokumentiert. Auch Hinweise auf
eine funktionelle und strukturelle Schadigung des Endothels liegen bereits vor. In
Tierversuchen und ersten klinischen Studien konnte nach Operationen mit Herz-
Lungen-Maschine eine endotheliale Dysfunktion nachgewiesen werden, es gibt
jedoch auch gegensatzliche Ergebnisse. Bei Patienten mit ECMO-Therapie

wurde die Endothelfunktion nach unserer Kenntnis bisher nicht untersucht.

Zahlreiche Fragen sind daher noch offen. Es ist unklar, wie h&ufig eine
endotheliale Dysfunktion bei der extrakorporalen Zirkulation auftritt, wann sich
diese im zeitlichen Verlauf manifestiert und welche Unterschiede zwischen Herz-
Lungen-Maschine und ECMO bestehen. Wir wissen nicht, wie genau das
Endothel bei der extrakorporalen Zirkulation geschéadigt wird, welche Rolle
Inflammation und oxidativer Stress spielen und welche anderen Faktoren
moglicherweise zur Schéadigung beitragen. Auch ob eine endotheliale
Dysfunktion zu Komplikationen beitrégt und wie sie die Prognose der Patienten
beeinflusst, ist nicht bekannt.

Gleichzeitig stehen neue Methoden wie beispielsweise die Periphere arterielle

Tonometrie zur Verfigung, mit denen die Endothelfunktion nicht-invasiv
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untersucht werden kann. Dies ermdglicht einen Einsatz in gréf3eren Studien und

maoglicherweise auch in der reguléaren Versorgung der Patienten.

Die Erkenntnisse aus unserer Studie sollen dazu beitragen, die Pathophysiologie
der extrakorporalen Zirkulation besser zu verstehen. Dies bildet eine Grundlage

fur neue diagnostische und therapeutische Entwicklungen.

In Zukunft kénnte die Endothelfunktion zum Beispiel als prognostischer Marker
bei der ECMO-Therapie dienen und Therapieentscheidungen erleichtern. Diese
Anwendungsmaoglichkeit wurde bereits an anderen Patientenkollektiven
untersucht. Duffy et al. haben gezeigt, dass eine Stérung der Endothel-
anhangige Vasodilatation bei Patienten auf Intensivstation mit einer erhdéhten
Mortalitat assoziiert ist (2011). Dies spricht daftr, dass die Endothelfunktion auch

bei ECMO-Patienten einen Einfluss auf die Prognose haben kénnte.

Zusatzlich stellt das Endothel ein potenzielles Ziel fir neue Therapieansatze dar.
Seine Funktion bei der Regulation des Gefal3tonus kann mdoglicherweise
therapeutisch genutzt werden. So ist es denkbar, dass durch eine Stabilisierung
der Endothelfunktion eine bessere Durchblutung wichtiger Organe bei der
ECMO-Therapie und bei Operationen mit Herz-Lungen-Maschine erreicht

werden kdnnte.

Um derartige Anwendungen zu ermoéglichen, missen zunachst grundlegende
Daten erhoben werden, die das Zusammenspiel zwischen Inflammation,
oxidativem Stress und endothelialer Dysfunktion bei Patienten mit

extrakorporaler Zirkulation naher beleuchten.

1.4.1 Fragestellung

In der vorliegenden Arbeit soll untersucht werden,

e Wie sich die extrakorporale Zirkulation auf die Endothelfunktion auswirkt

e Wie sie die Konzentration von Markern fur Inflammation und oxidativen
Stress beeinflusst und

e Ob eine Korrelation zwischen Markern fir Inflammation und oxidativen

Stress und der Endothelfunktion besteht.

22



2 Probanden und Methoden

In diesem Kapitel folgt eine methodische Beschreibung der Studie.

2.1 Studienaufbau

Die hier prasentierte Studie wurde nach Genehmigung durch die zustandige
Ethikkommission (Nr. 851/2017B0O2) im Zeitraum von Februar 2018 bis April
2019 am Universitatsklinikum Tidbingen durchgefuhrt. Es handelt sich um eine
mehrarmige, prospektive Beobachtungsstudie. Untersucht wurden drei Gruppen
mit extrakorporaler Zirkulation und zwei Vergleichsgruppen ohne extrakorporale

Zirkulation. Diese bestanden aus:

¢ Patienten mit konventioneller Bypassoperation (ONCAB-Gruppe)

e Patienten mit Bypassoperation ohne HLM (OPCAB-Gruppe)

e Gesunden Probanden (Kontrollgruppe)

e Patienten mit venoarterieller ECMO-Therapie (va-ECMO-Gruppe) und
e Patienten mit venovendser ECMO-Therapie (vv-ECMO-Gruppe).

Abbildung 3 gibt einen Uberblick tiber den Ablauf der Studie.

EndoPAT-Test X EndoPAT-Test EndoPAT-Test EndoPAT-Test EndoPAT-Test
Blutenthnahme Blutentnahme Blutentnahme Blutentnahme Blutentnahme
—- —_— ‘ —_—- ‘ —. ‘ —- ‘
Praoperativ OP 1. Tag 3. Tag 5. Tag 7. Tag
a) 1 1 | 1 1 1
X EndoPAT-Test EndoPAT-Test EndoPAT-Test EndoPAT-Test EndoPAT-Test
Blutentnahme Blutentnahme Blutentnahme Blutentnahme Blutentnahme
— - — - — - — —
— ¢ — ¢ —— ¢ — ¢ —— ¢
Implantation 1. Tag 3. Tag 5. Tag 7. Tag 9. Tag
b) | ] ] ] ] ] .
EndoPAT-Test EndoPAT-Test X EndoPAT-Test EndoPAT-Test EndoPAT-Test
Blutentnahme Blutentnahme Blutentnahme Blutentnahme Blutentnahme
— ——d — ——d —
=— =— ¢ —— ¢ — ¢ R
14. Tag 21. Tag Explantation 1. Tag 3. Tag 7. Tag

Abbildung 3: Untersuchungen im Rahmen der Studie
Bypass-Patienten (a) und ECMO-Patienten (b). X = Keine Untersuchung, OP = Operation
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Bypass-Patienten wurden praoperativ und mehrmals nach der Operation
untersucht, ECMO-Patienten mehrmals nach Implantation und Explantation des
Systems. Bei gesunden Probanden wurde nur eine Untersuchung durchgefihrt.
Jede Untersuchung bestand aus einem EndoPAT-Test zur Beurteilung der
Endothel-abhangigen Vasodilatation und einer Blutentnahme. Weitere

Informationen wurden der elektronischen Patientenakte entnommen.

Auf die Auswahl der Probanden, die einzelnen Untersuchungsschritte und die
statistische Auswertung wird im Folgenden naher eingegangen.

2.2 Probanden

Fur die Aufnahme in die Studie wurden bestimmte Ein- und Ausschlusskriterien

definiert, die von den Probanden erfillt werden mussten.

2.2.1 Bypass-Patienten

In die ONCAB-Gruppe und die OPCAB-Gruppe wurden erwachsene Patienten
mit geplanter, elektiver oder dringlicher Koronarer Bypassoperation
eingeschlossen. Da das Operationsverfahren durch die behandelnden Arzte
festgelegt wurde, erfolgte die endgiltige Zuordnung zu einer der beiden Gruppen
erst postoperativ. Patienten, die eine Bypassoperation mit Herz-Lungen-
Maschine erhielten, wurden in die ONCAB-Gruppe aufgenommen, Patienten, die
eine Operation ohne Herz-Lungen-Maschine erhielten, in die OPCAB-Gruppe.
Minimalinvasive Eingriffe oder Kombinationseingriffe, beispielsweise mit

Klapperersatz oder -Rekonstruktion, fihrten zum Ausschluss.

2.2.2 Gesunde Probanden

In die Kontrollgruppe wurden gesunde Probanden mit einem Alter von
mindestens 18 Jahren eingeschlossen. Eine leichtgradige arterielle Hypertonie
mit systolischen Werten < 160mmHg und diastolischen Werten < 100mmHg
wurde toleriert, Ausschlusskriterien waren eine mittel- oder hochgradige arterielle
Hypertonie, Diabetes mellitus, Koronare Herzkrankheit und sonstige chronische

Erkrankungen.
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2.2.3 ECMO-Patienten

In die va-ECMO-Gruppe und die vv-ECMO-Gruppe wurden erwachsene
Patienten mit  venoarterieller ~ bzw.  venovenoser Extrakorporaler
Membranoxygenierung eingeschlossen. Bei beiden Gruppen war eine geplante
Therapiedauer von mindestens 3 Tagen Voraussetzung. Die Implantation
anderer Unterstitzungssysteme, wie einer intraaortalen Ballonpumpe oder einer
Mikroaxialpumpe im Herzen (zum Beispiel Impella, Abiomed Europe GmbH,
Aachen Deutschland) stellte ein Ausschlusskriterium dar.

Die Rekrutierung der Patienten erfolgte durch personliche Ansprache wéahrend
des stationdren Krankenhausaufenthalts am Universitatsklinikum Tubingen. Bei
fehlender Einwilligungsfahigkeit wurde ein Gesprach mit dem gesetzlichen
Vertreter des Patienten gefuihrt. Vor Einschluss in die Studie wurde das
informierte Einverstandnis der Studienteilnehmer oder das ihrer gesetzlichen

Vertreter eingeholt.

2.3 Interventionen

Alle Patienten wurden gemald den geltenden medizinischen Standards
behandelt. Die Indikation zur Bypassoperation oder zur ECMO-Anlage wurde von
den behandelnden Arzten gestellt und ebenso wie die Wahl des Verfahrens und

die weitere Therapie nicht durch die Studienteilnahme beeinflusst.

Im Folgenden wird der Ablauf der jeweiligen Interventionen kurz beschrieben.

2.3.1 ONCAB
Die konventionelle Bypassoperation wird unter Einsatz der Herz-Lungen-

Maschine in Kardioplegie, d.h. am ruhenden Herzen, durchgefluhrt.

Der Eingriff erfolgt in Vollnarkose am intubierten und beatmeten Patienten.
Zunachst wird das Operationsgebiet desinfiziert und steril abgedeckt. Der Thorax
wird Uber eine mediane Sternotomie eréffnet. Als Bypassgefalie kénnen die linke
und rechte A. mammaria, die A. radialis, die V. saphena magna oder V. saphena
parva verwendet werden. Die Gefalie werden prapariert und fur die
Anastomosierung vorbereitet. Dann wird das Perikard inzisiert und mit

Haltenahten fixiert.
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Nach Heparin-Gabe werden der rechte Vorhof und die Aorta ascendens kanliert
und an die Herz-Lungen-Maschine angeschlossen. Die extrakorporale Zirkulation
beginnt. Die Aorta ascendens wird abgeklemmt und es wird kardioplegische
L6sung infundiert, sodass es zum Herzstillstand kommt. In Kardioplegie werden
die Bypassgefalle an die Koronararterien und gegebenenfalls an die Aorta
anastomosiert. Alle verwendeten Gefalle werden auf Dichtheit und eine

ausreichende Flussrate kontrolliert.

Sobald die Anlage der Bypasse abgeschlossen ist, wird die Aortenklemme
entfernt. Der Herzschlag beginnt spontan oder wird falls notwendig durch eine
Defibrillation wiederhergestellt. Im rechten Vorhof und Ventrikel werden
passagere Schrittmacherelektroden angebracht. Myokard und Lunge werden
reperfundiert und die extrakorporale Zirkulation wird, teilweise unterstitzt durch
kreislaufwirksame Medikamente, schrittweise beendet. Die venése und arterielle
Kanule werden nacheinander entfernt und die Heparinisierung wird durch

Protamin-Gabe aufgehoben.

Zur Ableitung von Wundsekret werden Drainagen in Pleura und Mediastinum
eingebracht. Schlie3lich wird der Thorax schichtweise mit Drahtcerclagen und
Né&hten verschlossen und ein steriler Verband angelegt.

2.3.2 OPCAB
Beim OPCAB-Verfahren wird die Operation ohne Herz-Lungen-Maschine am

schlagenden Herzen durchgefihrt.

Die Vorbereitung des Patienten entspricht der beim konventionellen
Operationsverfahren. Der Thorax wird desinfiziert, steril abgedeckt und tber eine
mediane Sternotomie erdffnet. Anschlie3end werden die linke A. mammaria und
gegebenenfalls weitere Bypassgefal3e vorbereitet. Das Perikard wird inzisiert
und hochgenéht und es werden passagere Schrittmacherelektroden im rechten

Vorhof und Ventrikel platziert. Es folgt eine Heparin-Gabe.

Dann wird das Herz unter h&dmodynamischem Monitoring und angepasster
Katecholamintherapie aus dem Perikard luxiert. An der Vorder-, Hinter- oder

Seitenwand wird ein Stabilisator angebracht, der den jeweiligen Wandabschnitt
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des Herzens ruhigstellt. So kbénnen die Bypassgefalie am schlagenden Herzen
an die Koronararterien anastomosiert werden. Nach Anlage und
Funktionskontrolle der Bypasse wird die Heparinisierung mit Protamin
aufgehoben.

Wie beim konventionellen Verfahren werden Drainagen in Pleura und
Mediastinum eingebracht, der Thorax wird verschlossen und mit einem sterilen

Verband abgedeckt.

2.3.3 ECMO-Anlage
Die Implantation einer ECMO wird auf der Intensivstation oder im Operationssaal

durchgefiihrt. Je nach Situation ist der Patient sediert oder in Vollnarkose.

Soll nur die Lungenfunktion unterstitzt werden, wird eine vv-ECMO angelegt.
Hierzu werden nach sterilem Abwaschen die V. femoralis und V. jugularis interna
punktiert. In Seldinger-Technik werden Kanulen eingebracht und bis in die V.

cava inferior und superior vorgeschoben.

Ist eine Unterstlitzung der kardialen Funktion notwendig, wird eine va-ECMO
implantiert. Diese unterscheidet sich von der bereits beschriebenen Form durch
die Kandlierung einer Vene und einer Arterie, in der Regel der V. femoralis und
der A. femoralis. Die A. subclavia kann ebenfalls kanuliert werden, hier ist jedoch
die operative Anlage einer Prothese fir die Armperfusion notwendig. Eine weitere
Moglichkeit im Rahmen eines herzchirurgischen Eingriffs ist die zentrale
Kanulierung des rechten Vorhofs und der Aorta ascendens, ahnlich wie bei einer
Herz-Lungen-Maschine.

Sobald die Kanulen platziert sind, wird das Schlauchsystem mit Elektrolytldsung

geprimt und angeschlossen. Die extrakorporale Zirkulation beginnt.
Um eine Dislokation zu vermeiden, werden die Kanilen an der Punktionsstelle

fixiert und mit einem sterilen Verband abgedeckt.

2.4 Untersuchung der Endothelfunktion

Vor und nach den Interventionen wurde die Endothelfunktion der Probanden

regelmalig untersucht.
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2.4.1 Endothel-abhangige Vasodilatation

Das Endothel setzt als Antwort auf verschiedene Reize Vasodilatatoren wie
Stickstoffmonoxid frei und vermittelt so eine Endothel-abh&ngige Vasodilatation.
Diese kann durch mehrere Verfahren beurteilt werden, die in Kapitel 1.3

thematisiert wurden.

2.4.1.1 Prinzip des EndoPAT-Tests

Der von uns verwendete EndoPAT-Test (Itamar Medical Ltd., Caesarea, Israel)
basiert auf dem Prinzip der Peripheren arteriellen Tonometrie. Wie bereits
beschrieben wird das Pulsvolumen der Finger bei dieser Methode mithilfe von
plethysmografischen Sensoren aufgezeichnet. Wahrend der Messung wird der
Blutfluss in einem Arm flr wenige Minuten unterbrochen. Die Wiederherstellung
des Blutflusses l6st eine NO-vermittelte Vasodilatation aus, die mit einem
Signalanstieg einhergeht. Der Reactive Hyperemia Index (RHI) spiegelt das
Verhaltnis der Signale bei reaktiver Hyperamie und in Ruhe wider und dient als
Malf3 fur die Vasodilatation (Patvardhan et al., 2010).

Der EndoPAT-Test bietet mehrere Vorteile. Die Vasodilatation wird durch einen
physiologischen Reiz, die auf das Endothel wirkenden Scherkréfte, ausgeltst. Es
ist keine intraarterielle Injektion von Medikamenten notwendig. Auch die
Messung des digitalen Pulsvolumens ist nicht-invasiv. Zusatzlich ist der Test

aufgrund einer automatisierten Analyse nicht untersucherabhéngig.

Der EndoPAT-Test wurde bereits in zahlreichen klinischen Studien verwendet.
Fir den RHI und seinen naturlichen Logarithmus, den InRHI, wurden je nach
Studienpopulation verschiedene Grenzwerte publiziert. In einer Studie von
Bonetti et al. konnten Patienten mit koronarer Endotheldysfunktion anhand eines
RHI unter 1.35 identifiziert werden (2004). Rubinshtein et al. haben gezeigt, dass
ein InRHI unter 0.40 (entsprechend RHI unter 1.49) bei Patienten mit unklarem
Thoraxschmerz mit zukunftigen kardiovaskuldren Ereignissen assoziiert ist
(2010). Patienten mit Herzinsuffizienz hatten in einer Studie von Matsue et al.
eine schlechtere Prognose, wenn ihr INRHI unter 0.49 (entsprechend RHI unter
1.63) lag (2013).
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2.4.1.2 Versuchsprotokoll

Der Endo-PAT-Test wurde gemdall Herstellerinformationen mit dem
EndoPAT2000 (ltamar Medical Ltd., Caesarea, Israel) und der zugehorigen
Software (Version 3.7.2, ltamar Medical Ltd., Caesarea, Israel) durchgefuhrt.

Der Versuchsaufbau bei der Untersuchung ist in Abbildung 4 dargestellt.

Abbildung 4: Versuchsaufbau beim EndoPAT-Test

Nicht-invasive-Untersuchung der Endothel-abhangigen Vasodilatation mittels EndoPAT (Iltamar
Medical Ltd., Caesarea, lIsrael). Probandin mit plethysmografischen Fingersensoren und
Blutdruckmanschette, Unterarme zur Vermeidung von Artefakten auf Stitzen gelagert

Vor jedem Test wurde der aktuelle Blutdruck der Probanden erhoben. Bei
Patienten mit arteriellem GefaRzugang wurde die invasive Blutdruckmessung
benutzt, ansonsten wurde der Blutdruck auskultatorisch gemessen. Um eine
Verfalschung des EndoPAT-Testergebnisses zu vermeiden, wurde die
Blutdruckmessung an dem im Test nicht okkludierten Arm und mit
ausreichendem Zeitabstand von mindestens 5 min durchgefihrt.

Fur den EndoPAT-Test wurde die Blutdruckmanschette bevorzugt am linken
Oberarm platziert. Wenn dies nicht moglich war (zum Beispiel aufgrund von

arteriellen GefalRzugdngen oder nach Entnahme eines GefalRes bei der
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Bypassoperation), wurde die rechte Seite verwendet. Die plethysmografischen
Fingersensoren wurden an beiden Zeigefingern der Probanden angebracht und
fixiert. Der Membrandruck in den Sensoren wurde durch das EndoPAT-System
blutdruckabhangig reguliert. Um Artefakte zu vermeiden, wurden beide
Unterarme auf Stitzen oder Kissen gelagert, sodass die Sensoren keinen
Kontakt zur Unterlage hatten. Die Probanden wurden gebeten, wahrend der
gesamten Untersuchung ruhig liegen zu bleiben und insbesondere die Hande

nicht zu bewegen.

Nach einer Uberprifung der Signalqualitat wurde die Aufzeichnung begonnen.
Jeder Test bestand aus einer 5-minitigen Messung im Ruhezustand (Baseline),
einer 5-mindtigen Unterbrechung des Blutflusses in einem Arm (Okklusion) und
einer 5-mindtigen Messung bei reaktiver Hyperamie (Dilatation). Abbildung 5

zeigt beispielhaft die EndoPAT-Signalkurve eines gesunden Probanden.

Abbildung 5: EndoPAT-Signalkurve

Beispiel eines EndoPAT-Tests (Itamar Medical Ltd., Caesarea, Israel) bei einem gesunden
Probanden. Signal des untersuchten Arms mit Baseline, Okklusion und Dilatation (oben), Signal
der Gegenseite als Kontrolle (unten)

Zu Beginn der Okklusionsphase wurde die Blutdruckmanschette auf 60 mmHg
Uber dem systolischen Blutdruck, mindestens jedoch auf 200 mmHg,
aufgepumpt. Wahrend der gesamten Phase wurde sichergestellt, dass der Druck
in der Blutdruckmanschette ausreichend hoch bleibt und dass im Signal des
okkludierten Arms keine Pulswellen auftauchen. Nach Ablauf von 5 min wurde

der Druck in der Blutdruckmanschette zigig wieder abgelassen. Das

30



plethysmografische Signal der Fingersensoren wurde wahrend Baseline-,

Okklusions- und Dilatationsphase kontinuierlich erfasst.

Die aufgezeichneten Signalkurven wurden mithilfe der EndoPAT ™2000 Software
automatisch analysiert. Nur wenn eine automatische Analyse aufgrund
eingeschrankter Signalqualitat nicht moglich war, wurden Beginn und Ende der
Okklusionsphase manuell festgelegt. Bei der Analyse wurde der RHI automatisch
als Verhaltnis zwischen Dilatation und Baseline des okkludierten Arms berechnet

und auf das Signal des Kontrollarms normiert.

2.5 Laborchemische Analysen

Laborchemische Marker fiir Inflammation und oxidativen Stress wurden zu

mehreren Zeitpunkten im Blut der Probanden bestimmit.

2.5.1 Gewinnung der Proben

Die Blutentnahme erfolgte, soweit vorhanden, aus arteriellen oder
zentralventsen Gefalizugangen. Bei Probanden ohne Gefal3zugang wurde eine
periphere Vene in der Ellenbeuge, am Unterarm oder am Handrlicken mit einer
sterilen 21G-Kanile punktiert (Safety-Multifly-Kanile, SARSTEDT AG & Co. KG,
Numbrecht, Deutschland). Jede Blutprobe umfasste eine 9 ml K3EDTA-
Monovette, eine 10ml Citrat-Monovette und eine 7,5 ml Serum-Monovette mit
Gerinnungsaktivator (S-Monovetten, SARSTEDT AG & Co. KG, Numbrecht,
Deutschland).

Alle Proben wurden so rasch wie mdglich, spatestens jedoch innerhalb von 4

Stunden nach Abnahme weiterverarbeitet.

Aus der K3BEDTA-Monovette wurden 200ul Vollblut in ein 1,5ml Eppendorf-Cup
abpipettiert. Mithilfe eines vollautomatischen Analysegeréts (ABX Micros 60,
HORIBA ABX SAS, Montpellier, Frankreich) wurden die Anzahl der Erythrozyten,
Leukozyten und Thrombozyten, die Hamoglobinkonzentration und der
Hamatokrit bestimmit.

Die K3EDTA-Monovetten wurden bei +4° C und 2000g fur 20min zentrifugiert.

Citrat- und Serum-Monovetten wurden bei +22° C und 1800g fir 18min
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zentrifugiert (Rotanta 460R, ANDREAS HETTICH GmbH & Co. KG, Tuttlingen,
Deutschland). Das gewonnene Plasma bzw. Serum wurde in beschriftete 1,5ml
Eppendorf-Cups aliquotiert und in flissigem Stickstoff schockgefroren. Bis zur
weiteren Verwendung wurde EDTA-Plasma bei -80° C gelagert, Citrat-Plasma

und Serum wurden bei -20°C aufbewabhrt.

2.5.2 Marker fur Inflammation

Als Marker fur Inflammation wurden die Zytokine Interleukin 6 (IL-6),
Tumornekrosefaktor a (TNF-a), Monocyte Chemoattractant Protein 1 (MCP-1)
und Stromal Cell Derived Factor 1a (SDF-1a) sowie die endothelialen
Adhasionsmolekule Intercellular Adhesion Molecule 1 (ICAM-1) und Vascular
Cell Adhesion Molecule 1 (VCAM-1) verwendet.

IL-6 und TNF-a zahlen zu den wichtigsten proinflammatorischen Zytokinen, die
im Rahmen einer Entziindungsreaktion freigesetzt werden. II-6 wirkt pyrogen und
induziert die Synthese von Akute-Phase-Proteinen in der Leber, wéhrend TNF-a
unter anderem die Apoptose fordert. Mehrere Studien haben gezeigt, dass beide
Zytokine bei Operationen mit Herz-Lungen-Maschine signifikant ansteigen (Celik
et al., 2004, Khabar et al., 1997, Wan et al., 2004). Die Ergebnisse von Bhagat
et al. und Zhang et al. weisen zudem darauf hin, dass hohe Konzentrationen von
TNF-a die Endothelfunktion beeintrachtigen (Bhagat und Vallance, 1997, Zhang
et al., 1997).

MCP-1 wirkt chemotaktisch auf Monozyten (Uguccioni et al., 1995) und triggert
deren Adhasion am Endothel (Gerszten et al., 1999). Es wird unter anderem von
Zytokin-stimulierten Endothelzellen produziert. Weber et al. haben gezeigt, dass

MCP-1 bei einer Schadigung des Endothels vermehrt freigesetzt wird (1999).

SDF-1a ist ebenfalls an der Rekrutierung von Leukozyten beteiligt. Es wirkt
chemotaktisch auf Monozyten und Lymphozyten (Bleul et al., 1996). Daneben
spielt es eine wichtige Rolle bei der Angiogenese, indem es endotheliale
Progenitorzellen mobilisiert (Zheng et al., 2007) und vor Apoptose schitzt (Zheng
et al., 2008). Kim et al. haben gezeigt, dass SDF-1a bei Operationen mit Herz-

Lungen-Maschine wahrend der myokardialen Ischamie signifikant ansteigt. Hohe
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Konzentrationen von SDF-1a waren dabei mit einer besseren Organfunktion

assoziiert, was fur eine protektive Wirkung des Zytokins spricht (2016).

Die Adhasionsmolekile ICAM-1 und VCAM-1 werden von Endothelzellen
exprimiert und sind an der Leukozytenextravasation beteiligt. Sie vermitteln eine
feste Bindung der auf dem Endothel rollenden Leukozyten, bringen diese zum
Arrest und ermdglichen so die nachfolgende Transmigration. Die Expression von
ICAM-1 und VCAM-1 wird durch den Transkriptionsfaktor NF-kB reguliert und
kann unter anderem durch proinflammatorische Zytokine und Sauerstoffradikale
gesteigert werden (Christman et al., 1998). NO hingegen hemmt die Expression
der Adhasionsmolekile (De Caterina et al., 1995). Andresen et al. haben bei
Operationen mit Herz-Lungen-Maschine einen signifikanten Anstieg von VCAM-
1im Serum der Patienten nachgewiesen, was auf eine Aktivierung des Endothels
hindeutet (2002).

2.5.2.1 Prinzip des Multiplex-Immunoassays

Die Bestimmung erfolgte mit einem Multiplex-lmmunoassay. Das Testprinzip
basiert ahnlich wie das des ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) auf
der Bildung von Antigen-Antikdrper-Komplexen. Wahrend dieser Vorgang beim
ELISA auf einer Festphase stattfindet, werden beim Multiplex-Immunoassay
suspendierte Beads als Reaktionsoberflache verwendet. Dabei handelt es sich
um Mikrospharen, die mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert und mit
spezifischen Antikérpern beschichtet sind. Diese Technik ermdglicht die
simultane Bestimmung mehrerer Analyte in einem Ansatz. Im Versuch werden
die Antikorper-gekoppelten Beads in mehreren Schritten mit der untersuchten
Probe, Detektionsantikdrpern und einem Fluoreszenzfarbstoff als Reporter
inkubiert. Auf der Oberflache entstehen dabei Sandwich-Komplexe aus
Antikorper, Antigen und Detektionsantikbrper mit Fluoreszenzfarbstoff. Zur
Analyse werden die suspendierten Beads einzeln durch eine Messkammer
geleitet und von verschiedenen Lasern angeregt. Sowohl die Beads selbst als
auch der Reporter-Fluoreszenzfarbstoff emittieren Licht einer bestimmten

Wellenlange. Anhand dieses Fluoreszenzsignals werden die Antikorper-
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gekoppelten Beads identifiziert und die Menge an gebundenem Antigen bestimmt
(Khalifian et al., 2015).

2.5.2.2 Versuchsprotokoll

Die Konzentration von IL-6, TNF-a, MCP-1, SDF-1qa, ICAM-1 und VCAM-1 wurde
mit dem Bio-Plex Pro Human Cytokine Assay (Bio-Rad Laboratories GmbH,
Minchen, Deutschland) ermittelt. Aufgrund von Konzentrationsunterschieden
wurden zwei separate Assays durchgefiihrt, ein 4-Plex-Assay fur IL-6, TNF-q,
MCP-1 und SDF-la sowie ein 2-Plex-Assay fur ICAM-1 und VCAM-1. Zur
Auswertung wurden das Bio-Plex 200 System (Bio-Rad Laboratories GmbH,
Munchen, Deutschland) und die zugehorige Software (Bio-Plex Manager 6.1,
Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen, Deutschland) verwendet. Beide Assays

wurden gemald Herstellerinformation durchgefihrt.

Vor Versuchsbeginn wurden das Bio-Plex 200 System und die Bio-Plex Manager
Software gestartet und kalibriert. Die Waschstation wurde vorbereitet und
Waschpuffer mit destilliertem Wasser auf einfache Konzentration verdinnt. Die
verwendeten Citrat-Plasma-Proben wurden aufgetaut und bei 4 °C und 1000 g
fur 15 min zentrifugiert. Proben fur den 4-Plex-Immunoassay wurden mit Sample
Diluent im Verhaltnis 1:4 verdunnt, Proben fir den 2-Plex-Immunoassay im
Verhéltnis 1:100. Die Standards wurden in 250 ul Standard Diluent aufgeldst, bei
mittlerer Geschwindigkeit 5 s gevortext und fur 30 min auf Eis inkubiert.
Anschliel3end wurde durch mehrere Schritte vierfacher Verdiinnung mit Standard
Diluent eine Verdunnungsreihe angelegt. Als Blank wurde Standard Diluent

verwendet.

Im n&chsten Schritt wurden die Antikérper-gekoppelten Beads vorbereitet. Fur
das 4-Plex-Assay wurden Beads mit Antikdrpern gegen IL-6, TNF-a, MCP-1 und
SDF-1a verwendet, fur das 2-Plex-Assay solche mit Antikdrpern gegen ICAM-1
und VCAM-1. Sie wurden 30 s bei mittlerer Geschwindigkeit gevortext und mit
Assaypuffer auf eine einfache Konzentration verdinnt. Die Losung wurde mit
Aluminiumfolie vor Licht geschitzt. Nach erneutem Vortexen wurden je 50 ul in
die Wells einer Mikrotiterplatte pipettiert. Die Platte wurde zweimal mit je 100 pl

Waschpuffer pro Well gewaschen.
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Die verdunnten Proben, Standards und Blanks wurden fur 5 s bei mittlerer
Geschwindigkeit gevortext und je 50 ul in die entsprechenden Wells pipettiert.
Die Platte wurde mit Sealing Tape abgedeckt und bei Raumtemperatur fir 30 min

auf einem Shaker mit 850 rpm inkubiert.

Die Detektions-Antikorper wurden 5 s bei mittlerer Geschwindigkeit gevortext,
gespinnt und mit Detection Antibody Diluent HB auf einfache Konzentration

verdinnt.

Die Mikrotiterplatte wurde aufgedeckt und dreimal mit 100 yl Waschpuffer pro
Well gewaschen. Die verdinnten Detektions-Antikbrper wurden 5 s bei mittlerer
Geschwindigkeit gevortext und 25 ul in jedes Well pipettiert. Die Platte wurde mit
Sealing Tape abgedeckt und bei Raumtemperatur fir 30 min auf einem Shaker

mit 850 rpm inkubiert.

Streptavidin-PE wurde 5 s bei mittlerer Geschwindigkeit gevortext und mit
Assaypuffer auf eine einfache Konzentration verdinnt. Die Losung wurde mit

Aluminiumfolie vor Licht geschiitzt.

Die Mikrotiterplatte wurde aufgedeckt und dreimal mit 100 uyl Waschpuffer pro
Well gewaschen. Das verdinnte Streptavidin-PE wurde 5 s bei mittlerer
Geschwindigkeit gevortext und je 50 ul in die Wells pipettiert. Die Platte wurde
mit Sealing Tape abgedeckt und bei Raumtemperatur fir 10 min auf einem
Shaker mit 850 rpm inkubiert.

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die Mikrotiterplatte aufgedeckt und erneut
dreimal mit 100 yl Waschpuffer pro Well gewaschen. Die Antikdrper-gekoppelten
Beads wurden in 125 yl Assaypuffer pro Well resuspendiert. Die Platte wurde
noch einmal mit Sealing Tape abgedeckt und bei Raumtemperatur fir 30 s auf

einem Shaker mit 850 rpm inkubiert.

Anschlieend wurde die Mikrotiterplatte mit dem Bio-Plex 200 System
ausgelesen. Unter Verwendung der zugehotrigen Software wurden
Standardkurven erstellt und die Konzentrationen von IL-6, TNF-a, MCP-1, SDF-
la, ICAM-1 und VCAM-1 in den Proben berechnet.
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2.5.3 Marker fur oxidativen Stress
Als Marker fur oxidativen Stress diente Malondialdehyd (MDA).

Malondialdehyd entsteht bei der Oxidation mehrfach ungesattigter Fettsauren.
Eine solche Schadigung wird durch reaktive Sauerstoffspezies hervorgerufen
und weist darauf hin, dass oxidativer Stress besteht (Janero, 1990). Eine
Lipidperoxidation bei Operationen mit Herz-Lungen-Maschine wurde bereits in
klinischen Studien nachgewiesen (Matata et al., 2000, Cavalca et al., 2006).

2.5.3.1 Prinzip der Photometrie

Die Konzentration von Malondialdehyd wurde photometrisch bestimmt. Bei
dieser Methode wird in einer Reaktion des untersuchten Analyten ein farbiges
Produkt erzeugt, das Licht einer bestimmten Wellenlange absorbiert. Aus der
gemessenen Absorption lasst sich die Konzentration des Analyten berechnen.

2.5.3.2 Versuchsprotokoll

Die Konzentration von Malondialdehyd wurde mithilfe des Cell Meter Intracellular
Colorimetric Lipid Peroxidation (MDA) Assay Kit (AAT Bioguest Inc., Sunnyvale,
Kalifornien, USA) ermittelt. Die Auswertung erfolgte mit dem Microplate Reader
Synergy NEO 2 (BioTek Instruments Inc., Winosski, Vermont, USA) und dem
Quest Graph Linear, Logarithmic, Semi-Log Regression Calculator (AAT
Bioquest Inc., Sunnyvale, Kalifornien, USA, verflgbar unter

https://www.aatbio.com/tools/linear-logarithmic-semi-log-regression-online-

calculator, 11. April 2020). Das Assay wurde gemal3 Herstellerinformation
durchgefuhrt.

Vor Versuchsbeginn wurden alle benétigten Geréte und Reagenzien vorbereitet.
Die verwendeten Citrat-Plasma-Proben wurden bei Raumtemperatur aufgetaut.
Der MDA-Standard wurde in 100 pl doppelt destilliertem Wasser aufgeldst. Dann
wurden 4 ul des Standards zu 996 ul Verdinnungspuffer gegeben, sodass eine
Standardlésung mit einer Konzentration von 100 mmol/l entstand. Durch mehrere
Schritte  zweifacher Verdinnung mit Verdunnungspuffer wurde eine

Verdinnungsreihe angelegt. Als Blank wurde Verdiinnungspuffer verwendet.
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Nacheinander wurden 50 ul der Proben, Standards oder Blanks sowie 10 yl MDA
Blue in die Wells einer Mikrotiterplatte pipettiert. Die Platte wurde vor Licht
geschutzt und fir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der Inkubation

wurden 40 ul Reaktionslosung pro Well zugegeben.

Die Absorption wurde bei einer Wellenlange von 695 nm gemessen. Der
Extinktionswert des Blanks wurde von denen der Standards und Proben
subtrahiert. Mithilfe einer Standardkurve wurde die MDA-Konzentration in den

Proben berechnet.

2.6 Klinische und demografische Daten

Informationen zur Krankengeschichte sowie zum klinischen Verlauf wurden der
elektronischen Patientenakte enthommen. Als Quellen dienten insbesondere
Arztbriefe und Berichte der zuweisenden Klinik, der Klinik fiir Thorax-, Herz- und
Gefalichirurgie und der Klinik fir Anasthesiologie und Intensivmedizin am

Universitatsklinikum Tabingen.

2.6.1 Bypass-Patienten

Bei Bypass-Patienten wurden folgende Parameter berticksichtigt:

e Geschlecht, Alter, Kérpergro3e und -Gewicht

e Diagnose

e Symptome: CCS-Score fiir Angina pectoris und NYHA-Stadium

e Linksventrikulare Ejektionsfraktion (LVEF)

e Perkutane Koronarinterventionen (PCI) in der Vorgeschichte

e Bypassoperation in der Vorgeschichte

o Kardiovaskularen Risikofaktoren: Arterielle Hypertonie, Diabetes mellitus,
Dyslipidamie, Nikotinabusus und positive Familienanamnese

e Medikation: Thrombozytenaggregationshemmer, Statine, Betablocker,
ACE-Hemmer und Sartane, Calciumantagonisten

e Dringlichkeit der Operation

e Anzahl der Bypasse

e Bei Anwendung der Herz-Lungen-Maschine: Bypasszeit (BPZ) und
Aortenklemmzeit (AKZ)
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e Gesamtdauer der Operation
e Dauer des Aufenthalts auf Intensiv- und Intermediate-Care-Station (IMC)
e Dauer des stationaren Krankenhausaufenthalts

e Uberleben

2.6.2 Gesunde Probanden
Bei gesunden Probanden wurden Geschlecht, Alter, Kérpergro3e und -Gewicht

wahrend der Untersuchung erfragt.

2.6.3 ECMO-Patienten

Die erhobenen Parameter bei ECMO-Patienten umfassten:

e Geschlecht, Alter, Kérpergrof3e und -Gewicht

e Indikation zur ECMO-Therapie

e Art der Kantlierung

e Dauer der ECMO-Therapie

¢ Weaning (erfolgreiche Entwéhnung vom ECMO-System)
o Dauer des Aufenthalts auf Intensivstation

e Zeichen einer Organdysfunktion: Nierenversagen

e Uberleben

2.7 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte nach methodischer Beratung durch das
Institut flr Klinische Epidemiologie und angewandte Biometrie der Universitat
Tldbingen mit den Softwareprogrammen IBM SPPS Statistics (Version 25, IBM
Corporation, Armonk, New York, USA) und R (Version 3.6, The R Foundation for

Statistical Computing, Wien, Osterreich, verfiigbar unter https://www.r-

project.org/, 02.03.2020).

Fur die klinischen und demografischen Daten wurden je nach Skalenniveau
absolute und relative Haufigkeiten, Mediane und Interquartilsabstande oder
Mittelwerte und Standardabweichungen berechnet. Die ONCAB- und OPCAB-
Gruppe wurden auf signifikante Unterschiede untersucht. Hierfir wurden der

Exakte Fisher-Test bei nominalen Variablen, der Mann-Whitney-U-Test bei
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ordinalskalierten Variablen und intervallskalierten, nicht-normalverteilten
Variablen und der t-Test fir unabhangige Stichproben bei intervallskalierten,
normalverteilten Variablen eingesetzt. Vor Durchfiihrung des t-Tests wurden die
Daten mit dem Levene-Test auf Varianzgleichheit gepruft. Weiterhin wurde
untersucht, ob signifikante Unterschiede zwischen der ONCAB- und OPCAB-
Gruppe und der Kontrollgruppe bestehen. Hierfir wurden der Exakte Fisher-Test
bei nominalen Variablen, der Kruskal-Wallis-Test bei ordinalskalierten Variablen
und intervallskalierten, nicht-normalverteilten Variablen und die Einfaktorielle
ANOVA bei intervallskalierten, normalverteilten Variablen verwendet. Vor
Durchfihrung der ANOVA wurden die Daten mit dem Levene-Test auf
Varianzgleichheit gepruft. Es wurde kontrolliert, ob die in der ANOVA
berechneten Residuen normalverteilt sind. Bei einem signifikanten Ergebnis im
Kruskal-Wallis-Test wurde post-hoc ein Bonferroni-Test durchgefihrt, um zu
ermitteln, welche Gruppen sich unterscheiden. Bei einem signifikanten Ergebnis

in der Einfaktoriellen ANOVA wurde der Tukey-Test eingesetzt.

Der zeitliche Verlauf des RHI und der verwendeten Marker fur Inflammation und
oxidativen Stress in den verschiedenen Gruppen wurde in Balken-, Linien- und
Punktdiagrammen dargestellt. Fir jeden Zeitpunkt wurden abhangig vom
Skalenniveau Mediane und Interquartilsabstdnde oder Mittelwerte und
Standardabweichungen berechnet. Die praoperativen Werte der ONCAB-
Gruppe, OPCAB-Gruppe und Kontrollgruppe wurden auf signifikante
Unterschiede untersucht. Wie bereits beschrieben wurden der Kruskal-Wallis-
Test, die Einfaktoriele ANOVA und die entsprechenden Post-Hoc-Tests
verwendet. Mithilfe des von Noguchi et al. beschriebenen nparLD (nonparametric
Longitudinal Data) -Verfahrens wurde analysiert, ob die Werte der ONCAB- und
OPCAB-Gruppe durch die Zeit, die Gruppenzugehdrigkeit oder eine Interaktion
zwischen beiden Faktoren beeinflusst werden (2012). Hierfir wurden alle
vollstandigen Félle fir die Zeitpunkte ,préoperativ‘ sowie ,Tag 1% ,Tag 3“ und
,1ag 5“ nach der Bypassoperation eingesetzt. Der angewandte Test ahnelt einer

Multifaktoriellen ANOVA, setzt jedoch keine Normalverteilung der Daten voraus.
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Der Zusammenhang zwischen RHI und Markern fir Inflammation und oxidativen
Stress am ersten Tag nach der Bypassoperation wurde in Streudiagrammen

dargestellt. Es wurden Spearman-Korrelationskoeffizienten berechnet.
Das Signifikanzniveau wurde fir alle Analysen auf 5% festgelegt.

Die va-ECMO- und vv-ECMO-Gruppe wurden aufgrund der geringen Fallzahl

rein deskriptiv ausgewertet.
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3 Ergebnisse

Im Folgenden sind die Ergebnisse der Studie dargestellt.

3.1 Probanden

Im Studienzeitraum wurden 20 Patienten mit konventioneller Bypassoperation
(ONCAB-Gruppe), 20 Patienten mit Bypassoperation ohne Herz-Lungen-
Maschine (OPCAB-Gruppe), 20 gesunde Probanden (Kontrollgruppe), 8
Patienten mit venoarterieller ECMO-Therapie (va-ECMO-Gruppe) und 3
Patienten mit venoventser ECMO-Therapie (vw-ECMO-Gruppe) vollstandig

untersucht und in die Auswertung aufgenommen.

3.1.1 Bypass-Patienten
Abbildung 6 zeigt den Patientenfluss in der ONCAB- und OPCAB-Gruppe.
Fur Studienteilnahme evaluiert n = 64

Ausgeschlossen n = 2
Keine Einwilligungn =12

In Studie eingeschlossen n = 50

Abgebrochen n =4
Geratedefekt n = 1

Praoperativ untersucht n = 45

Andere Verfahrenn =2

ONCAB n = 21 OPCAB n =22
l—' Abgebrochen n = 1 l—> Abgebrochen n = 2
Postoperativ Postoperativ
untersucht n = 20 untersucht n = 20
| |
Daten ausgewertet Daten ausgewertet
n=20 n=20

Abbildung 6: Patientenfluss (ONCAB und OPCAB)

Anzahl der Patienten in verschiedenen Phasen der Studie. ONCAB = On-Pump Coronary Artery
Bypass, OPCAB = Off-Pump Coronary Artery Bypass, n = Fallzahl
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Anhand des Operationsplans wurden 64 Patienten mit geplanter
Bypassoperation identifiziert und fur die Studienteilnahme evaluiert. 2 Patienten,
bei denen eine Operation in minimalinvasiver Technik geplant war, wurden
ausgeschlossen. Bei 12 Patienten lag keine Einwilligung vor, sodass diese
ebenfalls nicht in die Studie aufgenommen werden konnten. Die verbliebenen 50
Patienten, die die Einschlusskriterien erfillten, keine Ausschlusskriterien
aufwiesen und in die Teilnahme einwilligten, wurden in die Studie
eingeschlossen. Bei 45 Patienten wurde die praoperative Untersuchung
abgeschlossen. 4 Patienten brachen die Teilnahme wahrend der Untersuchung
ab, bei einem Patienten konnte die Untersuchung aufgrund eines Geratedefekts
nicht durchgefiihrt werden. Alle 45 Patienten wurden operiert. 21 Patienten
erhielten eine konventionelle Bypassoperation (ONCAB) und 22 Patienten eine
Bypassoperation ohne Herz-Lungen-Maschine (OPCAB). Bei 2 Patienten kamen
andere  Operationstechniken  wie etwa Kombinationseingriffe  oder
minimalinvasive Verfahren zum Einsatz. Postoperativ brachen 1 Patient in der
ONCAB-Gruppe und 2 Patienten in der OPCAB-Gruppe die Teilnahme ab. Je 20
Patienten in der ONCAB- und OPCAB-Gruppe schlossen die postoperativen

Untersuchungen ab und wurden in die Datenauswertung einbezogen.

3.1.2 Gesunde Probanden
In der Kontrollgruppe wurden 20 Probanden fir die Studienteilnahme evaluiert
und eingeschlossen. Nach einmaliger Untersuchung wurden alle Probanden in

die Datenauswertung einbezogen.

3.1.3 ECMO-Patienten
8 Patienten mit va-ECMO und 3 Patienten mit vv-ECMO konnten in die Studie
aufgenommen werden. Alle Patienten schlossen die Untersuchungen ab und

wurden in die Datenauswertung einbezogen.
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3.2 Klinische und demografische Daten

3.2.1 Bypass-Patienten

Tabelle 1 und Tabelle 2 stellen demografische Daten, Morbiditat, Therapie und
klinischen Verlauf in der ONCAB- und OPCAB-Gruppe gegenuber.

Tabelle 1: Demografische Daten und Morbiditat (ONCAB und OPCAB)

Informationen aus der elektronischen Patientenakte. ONCAB = On-Pump Coronary Artery
Bypass, OPCAB = Off-Pump Coronary Artery Bypass, n = Fallzahl, BMI = Body Mass Index, KHK
= Koronare Herzkrankheit, CCS = Canadian Cardiovascular Society, NYHA = New York Heart
Association, LVEF = Linksventrikuldre Ejektionsfraktion, F = Fehlende Werte (n =19/ 17), 1 =
Mittelwert + Standardabweichung, 2 = Absolute und relative Haufigkeit, 3 = Median und Quatrtile,
a = Exakter Fisher-Test, b = Mann-Whitney-U-Test, ¢ = t-Test flir unabhangige Stichproben

ONCAB n =20 OPCAB n =20 p
Alter (Jahre) 66.85 + 10.231 62.90 + 10.491 .235¢
BMI (kg/m?) 25.65 + 3.501 26.96 + 3.911 .570P
Geschlecht 1.0002
Mannlich 16 (80%)?2 17 (85%)32
Weiblich 4 (20%)? 3 (15%)2
Diagnose 1.0002
2-GefaR-KHK 2 (10%)2 2 (10%)2
3-GefaR-KHK 18 (90%)32 18 (90%)?2
Risikofaktoren
Arterielle Hypertonie 16 (80%)? 18 (90%)? .6612
Diabetes mellitus 9 (45%)2 5 (25%)2 .3202
Dyslipidamie 14 (70%)? 8 (40%)2 1112
Rauchen 10 (50%)? 8 (40%)? 7512
Familienanamnese 7 (35%)? 6 (30%)? 1.0002
Symptome
CCS-Stadium F 3 (1.00 — 3.00)3 1 (0.00 — 3.50)3 3760
NYHA-Stadium F 3 (2.00 — 3.00)° 3 (2.00 — 4.00)3 8790
LVEF .799P
> 50% 14 (70%)? 15 (75%)2
31 — 50% 5 (25%)2 4 (20%)?
21 — 30% 1 (5%)2 1 (5%)2
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Tabelle 2: Therapie und klinischer Verlauf (ONCAB und OPCAB)

Informationen aus der elektronischen Patientenakte. ONCAB = On-Pump Coronary Artery
Bypass, OPCAB = Off-Pump Coronary Artery Bypass, n = Fallzahl, ASS = Acetylsalicylsaure,
P2Y1, = Thrombozytarer Adenosindiphosphatrezeptor, ACE = Angiotensin Converting Enzyme,
PCI = Perkutane Koronarintervention, IMC = Intermediate Care, NA = nicht verflgbar, 1 =
Mittelwert + Standardabweichung, 2 = Absolute und relative Haufigkeit, 3 = Median und Quatrtile,
a = Exakter Fisher-Test, b = Mann-Whitney-U-Test, ¢ = t-Test fiir unabhéngige Stichproben

ONCAB n =20 OPCAB n =20 p
Voreingriffe
PCI oder Stent 7 (35%)? 9 (45%)? 7482
Bypassoperation 2 (10%)? 1 (5%)?2 1.0002
Dringlichkeit 5142
Elektiv 6 (30%)2 9 (45%)2
Dringlich 14 (70%)? 11 (55%)>?
Bypass .830°¢
Einfach 0 (0%)? 1 (5%)>?
Zweifach 5 (25%)? 5 (25%)?
Dreifach 13 (65%)? 9 (45%)?
Vierfach 2 (10%)2 5 (25%)2
Operationszeit (min) 238.50 215.00 .008P
(219.00 — 263.00)% | (188.25 — 232.50)3
Postoperative Medikation
ASS / P2Y12-Blocker 20 (100%)? 20 (100%)2 NA
Statine 18 (90%)? 19 (95%)32 1.0002
Betablocker 19 (95%)? 20 (100%)>? 1.0002
ACE-Hemmer / Sartane | 14 (70%)? 15 (75%)? 1.0002
Calciumkanalblocker 4 (20%)? 6 (30%)2 7162
Liegedauer
Intensiv / IMC (Tage) | 1.00 (1.00 — 1.00)3 | 1.00 (1.00 — 1.00)3 | .639P
Krankenhaus (Tage) 11.00 10.00 .681°
(8.25 — 12.75)3 (9.00 — 11.00)3
Uberleben 20 (100%)? 20 (100%)? NA
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Es bestehen keine Unterschiede hinsichtlich der demografischen Daten und der
Morbiditat. Die Operationszeit unterscheidet sich signifikant zwischen ONCAB-
und OPCAB-Gruppe (Mann-Whitney-U-Test, U = 102.00, Z = - 2.65, p = .008),
wobei Bypassoperationen mit Herz-Lungen-Maschine median 23.50 min langer
dauern als solche ohne Herz-Lungen-Maschine. Ansonsten zeigen sich auch bei

Therapie und klinischem Verlauf keine Unterschiede zwischen den Gruppen.

Bei Operationen mit Herz-Lungen-Maschine betragt die mediane Bypasszeit
87.00min, die mediane Aortenklemmzeit 65.00min.

3.2.2 Gesunde Probanden
Die gesunden Probanden haben ein mittleres Alter von 55.25 + 8.16 Jahren und
einen mittleren BMI von 24.53 + 3.97 kg/m?. Jeweils 10 (50%) der Probanden

sind méannlich und weiblich.

Das Alter unterscheidet sich signifikant zwischen Kontrollgruppe und ONCAB-
Gruppe (Einfaktorielle ANOVA, F (2, 57) =7.42, p = .001, Tukey Post-Hoc Test,
p = .001) sowie zwischen Kontrollgruppe und OPCAB-Gruppe (Einfaktorielle
ANOVA, F (2,57)=7.42, p=.001, Tukey Post-Hoc Test, p =.040). Die gesunden
Probanden sind durchschnittlich 11.60 Jahre junger als die Patienten in der
ONCAB-Gruppe und 7.65 Jahre junger als die Patienten in der OPCAB-Gruppe.
Weiterhin besteht ein signifikanter Zusammenhang zwischen
Gruppenzugehorigkeit und Geschlechtsverteilung (Exakter Fisher-Test, p =
.039). Der Anteil weiblicher Probanden ist in der Kontrollgruppe héher als in der
ONCAB-Gruppe (20%) und in der OPCAB-Gruppe (15%).
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3.2.3 ECMO-Patienten

In Tabelle 3 sind demografische Daten, Morbiditat, Therapie und Kklinischer

Verlauf in der va-ECMO- und vv-ECMO-Gruppe dargestellt.

Tabelle 3: Demografische Daten, Morbiditat, Therapie und klinischer Verlauf
(va-ECMO und vv-ECMO)

Informationen aus der elektronischen Patientenakte. va = venoarteriell, vv = venovends, ECMO
= Extrakorporale Membranoxygenierung, n = Fallzahl, BMI = Body Mass Index, ARDS = Acute
Respiratory Distress Syndrome, NA = nicht verfligbar, 1 = Mittelwert + Standardabweichung, 2 =
Absolute und relative Haufigkeit, 3 = Median und Quartile

ECMO (Tage)
Erfolgreiches Weaning

Intensivstation (Tage)

9.50 (6.75 — 18.00)3
5 (62.5%)2
16.50 (7.50 — 25.75)3

va-ECMO n =28 w-ECMO n =3

Alter (Jahre) 62.75 +11.761 56.00 £ 5.571
BMI (kg/m?) 26.36 + 2.281 30.00 + 0.90!
Geschlecht

Mannlich 6 (75%)2 2 (66.7%)?

Weiblich 2 (25%)2 1 (33.3%)2
Indikation

Kardiogener Schock 5 (62.5%)? 0 (0%)?

Reanimation 3 (37.5%)? 0 (0%)?

ARDS 0 (0%)? 3 (100%)2
Kanulierung

Venoarteriell 6 (75%)? 0 (0%)?

Venoarteriovenos 2 (25%)2 0 (0%)?

Venovenos 0 (0%)? 3 (100%)?
Therapie

15.00 (10.00 — NA)?

3 (100%)?

19.00 (13.00 — NA)?

Nierenversagen

6 (75%)2

3 (100%)2

Uberleben

5 (62.5%)2

3 (100%)?
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3.3 Endothel-abhangige Vasodilatation

3.3.1 Bypass-Patienten und gesunde Probanden
Abbildung 7 zeigt den zeitlichen Verlauf des RHI in der ONCAB- und OPCAB-
Gruppe.

MWONCAB MOPCAB Mittelwert + Standardabweichung
—— pzet = . 144  pcruppe = .506 Ppint = .602 |—
3,00
2,50
2,00
I
o 1,50
1,00
.50
’ Praoperativ 1. Tag 3. Tag S Tag 7. Tag
n=20/20 n=16/20 n=19/20 n=20/20 n=18/17

Abbildung 7: RHI (ONCAB und OPCAB)

Bestimmung mittels EndoPAT (ltamar Medical Ltd., Caesarea, Israel). ONCAB = On-Pump
Coronary Artery Bypass, OPCAB = Off-Pump Coronary Artery Bypass, RHI = Reactive
Hyperemia Index, n = Fallzahl ONCAB / OPCAB, pzeit = p-Wert fur Zeit (nparLD), pPeruppe = p-Wert
fur Gruppe (nparLD), pint = p-Wert fur Interaktion zwischen Zeit und Gruppe (nparLD)

In der Kontrollgruppe liegt der mittlere RHI bei 1.87 + 0.63 (nicht in der Abbildung
dargestellt). Praoperativ bestehen hinsichtlich des RHI keine Unterschiede
zwischen ONCAB-Gruppe, OPCAB-Gruppe und Kontrollgruppe (Einfaktorielle
ANOVA, F (2,57)=1.31, p =.279).

Der RHI in der ONCAB-Gruppe und OPCAB-Gruppe &ndert sich nicht mit der
Zeit (nparLD, ANOVA-Type Statistic (2.41) = 1.87, p = .144). Er wird nicht durch
die Gruppenzugehdérigkeit beeinflusst (nparLD, ANOVA-Type Statistic (1) = 0.44,
p = .506) und verlauft in beiden Gruppen parallel (hparLD, ANOVA-Type Statistic
(2.41) = 0.56, p = .602).
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3.3.2 ECMO-Patienten
In Abbildung 8 ist der zeitliche Verlauf des RHI in der va-ECMO- und vv-ECMO-
Gruppe dargestellt.
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Abbildung 8: RHI (va-ECMO und vv-ECMO)

Bestimmung mittels EndoPAT (ltamar Medical Ltd., Caesarea, Israel). va = venoarteriell, vv =
venovenos, ECMO = Extrakorporale Membranoxygenierung, RHI = Reactive Hyperemia Index,
= Werte der einzelnen Patienten

Der RHI ist zu Beginn der Therapie mit einem Median von 1.23 bei Patienten mit
va-ECMO und 0.99 bei Patienten mit vv-ECMO sehr niedrig. Innerhalb der ersten
7 Tage bleibt er auf einem vergleichbaren Niveau, im spateren Verlauf werden
hohere Werte beobachtet.
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3.4 Marker fur Inflammation

3.4.1 Bypass-Patienten und gesunde Probanden

Die Abbildungen 9 bis 15 zeigen den zeitlichen Verlauf von Leukozyten, IL-6,
TNF-a, MCP-1, SDF-1a, ICAM-1 und VCAM-1 in der ONCAB- und OPCAB-
Gruppe.
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Abbildung 9: Leukozyten (ONCAB und OPCAB)

Automatische Blutbildbestimmung (ABX Micros 60, HORIBA ABX SAS, Montpellier, Frankreich).
ONCAB = On-Pump Coronary Artery Bypass, OPCAB = Off-Pump Coronary Artery Bypass, n =
Fallzahl ONCAB / OPCAB, pzeir = p-Wert fur Zeit (nparLD), peruppe = p-Wert fur Gruppe (nparLD),
pine = p-Wert fUr Interaktion zwischen Zeit und Gruppe (nparLD)

In der Kontrollgruppe liegt die mittlere Leukozytenzahl bei 6.46 + 1.65 Tausend/ul
(nicht in der Abbildung dargestellt). Die Leukozytenzahl ist pr&operativ in der
OPCAB-Gruppe signifikant hoher als in der Kontrollgruppe (Einfaktorielle
ANOVA, F (2,54) =4.61, p =.014, Tukey Post-Hoc Test, p =.016). Es bestehen
keine Unterschiede zwischen ONCAB-Gruppe und OPCAB-Gruppe
(Einfaktorielle ANOVA, F (2, 54) =4.61, p =.014, Tukey Post-Hoc Test, p =.067)
sowie zwischen ONCAB-Gruppe und Kontrollgruppe (Einfaktorielle ANOVA, F (2,
54) = 4.61, p = .014, Tukey Post-Hoc Test, p = .858).

In der ONCAB-Gruppe und OPCAB-Gruppe andert sich die Leukozytenzahl
signifikant mit der Zeit (nparLD, ANOVA-Type Statistic (2.75) = 21.30, p <.001).
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Sie wird nicht durch die Gruppenzugehdrigkeit beeinflusst (nparLD, ANOVA-
Type Statistic (1) = 0.01, p = .914) und verlauft in beiden Gruppen parallel
(nparLD, ANOVA-Type Statistic (2.75) = 2.28, p = .083).
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Abbildung 10: IL-6 (ONCAB und OPCAB)

Bestimmung durch Multiplex-Immunoassay (Bio-Plex Pro Human Cytokine Assay, Bio-Rad
Laboratories GmbH, Minchen, Deutschland). ONCAB = On-Pump Coronary Artery Bypass,
OPCAB = Off-Pump Coronary Artery Bypass, IL-6 = Interleukin 6, n = Fallzahl ONCAB / OPCAB,
Pzeit = p-Wert fUr Zeit (nparLD), peruppe = p-Wert flr Gruppe (nparLD), pine = p-Wert fUr Interaktion
zwischen Zeit und Gruppe (nparLD)

Die mittlere Konzentration von IL-6 liegt in der Kontrollgruppe bei 1.32 + 1.27
pg/ml (nicht in der Abbildung dargestellt). Praoperativ ist die IL-6-Konzentration
in der OPCAB-Gruppe signifikant hoher als in der ONCAB-Gruppe (Kruskal-
Wallis-Test, X2 (2) = 9.65, p = .008, Bonferroni Post-Hoc Test, p = .043) und in
der Kontrollgruppe (Kruskal-Wallis-Test, X? (2) = 9.65, p = .008, Bonferroni Post-
Hoc Test, p = .013). Es besteht kein Unterschied zwischen ONCAB-Gruppe und
Kontrollgruppe (Kruskal-Wallis-Test, X? (2) = 9.65, p = .008, Bonferroni Post-Hoc
Test, p = 1.000).

In der ONCAB-Gruppe und OPCAB-Gruppe &ndert sich die IL-6-Konzentration
signifikant mit der Zeit (nparLD, ANOVA-Type Statistic (2.69) = 185.30, p <.001)

und wird signifikant durch die Gruppenzugehdrigkeit beeinflusst (nparLD,
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ANOVA-Type Statistic (1) = 4.13, p = .042). Der Verlauf ist in beiden Gruppen
parallel (nparLD, ANOVA-Type Statistic (2.69) = 1.42, p = .237).
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Abbildung 11: TNF-a (ONCAB und OPCAB)

Bestimmung durch Multiplex-Immunoassay (Bio-Plex Pro Human Cytokine Assay, Bio-Rad
Laboratories GmbH, Munchen, Deutschland). ONCAB = On-Pump Coronary Artery Bypass,
OPCAB = Off-Pump Coronary Artery Bypass, TNF-a = Tumornekrosefaktor a, n = Fallzahl
ONCAB / OPCAB, pzeit = p-Wert fur Zeit (nparLD), peruppe = p-Wert fur Gruppe (nparLD), pint = p-
Wert fir Interaktion zwischen Zeit und Gruppe (nparLD)

Die mittlere Konzentration von TNF-a liegt in der Kontrollgruppe bei 10.44 + 8.14
pg/ml (nicht in der Abbildung dargestellt). Praoperativ wird die TNF-a-
Konzentration signifikant durch die Gruppenzugehdrigkeit beeinflusst, es kénnen
jedoch keine Unterschiede zwischen ONCAB-Gruppe und Kontrollgruppe
(Kruskal-Walllis-Test, X2 (2) = 6.55, p =.038, Bonferroni Post-Hoc Test, p =.076),
OPCAB-Gruppe und Kontrollgruppe (Kruskal-Wallis-Test, X2 (2) = 6.55, p = .038,
Bonferroni Post-Hoc Test, p = .080) sowie ONCAB- und OPCAB-Gruppe
(Kruskal-Wallis-Test, X2 (2) = 6.55, p = .038, Bonferroni Post-Hoc Test, p = 1.000)

nachgewiesen werden.

In der ONCAB-Gruppe und OPCAB-Gruppe andert sich die Konzentration von
TNF-a nicht mit der Zeit (nparLD, ANOVA-Type Statistic (2.91) = 1.40, p = .241)
und wird nicht durch die Gruppenzugehdrigkeit beeinflusst (nparLD, ANOVA-
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Type Statistic (1) = 0.27, p = .605). Der Verlauf des RHI ist in beiden Gruppen
parallel (nparLD, ANOVA-Type Statistic (2.91) = 0.22, p = .876).
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Abbildung 12: MCP-1 (ONCAB und OPCAB)

Bestimmung durch Multiplex-Immunoassay (Bio-Plex Pro Human Cytokine Assay, Bio-Rad
Laboratories GmbH, Munchen, Deutschland). ONCAB = On-Pump Coronary Artery Bypass,
OPCAB = Off-Pump Coronary Artery Bypass, MCP-1 = Monocyte Chemoattractant Protein 1, n
= Fallzahl ONCAB / OPCAB, pzeit = p-Wert fur Zeit (nparLD), peruppe = p-Wert fur Gruppe (nparLD),
pine = p-Wert fUr Interaktion zwischen Zeit und Gruppe (nparLD)

Die mittlere Konzentration von MCP-1 liegt in der Kontrollgruppe bei 40,83 *
17.87 pg/ml (nicht in der Abbildung dargestellt). Praoperativ ist die MCP-1-
Konzentration in der OPCAB-Gruppe signifikant niedriger als in der
Kontrollgruppe (Einfaktorielle ANOVA, F (2, 57) = 4.63, p =.014, Tukey Post-Hoc
Test, p =.010). Es bestehen keine Unterschiede zwischen ONCAB- und OPCAB-
Gruppe (Einfaktorielle ANOVA, F (2, 57) = 4.63, p = .014, Tukey Post-Hoc Test,
p = .239) sowie zwischen ONCAB-Gruppe und Kontrollgruppe (Einfaktorielle
ANOVA, F (2, 57) = 4.63, p = .014, Tukey Post-Hoc Test, p = .347).

In der ONCAB-Gruppe und OPCAB-Gruppe andert sich die MCP-1-
Konzentration signifikant mit der Zeit (nparLD, ANOVA-Type Statistic (2.60) =
5.89, p = .001). Sie wird nicht durch die Gruppenzugehoérigkeit beeinflusst
(nparLD, ANOVA-Type Statistic (1) = 0.06, p = .804) und verlauft in beiden
Gruppen parallel (nparLD, ANOVA-Type Statistic (2.60) = 2.20, p = .095).
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Abbildung 13: SDF-7a (ONCAB und OPCAB)

Bestimmung durch Multiplex-Immunoassay (Bio-Plex Pro Human Cytokine Assay, Bio-Rad
Laboratories GmbH, Minchen, Deutschland). ONCAB = On-Pump Coronary Artery Bypass,
OPCAB = Off-Pump Coronary Artery Bypass, SDF-1a = Stromal Cell Derived Factor 1a, n =
Fallzahl ONCAB / OPCAB, pzeit = p-Wert fur Zeit (nparLD), peruppe = p-Wert fur Gruppe (nparLD),
pint = p-Wert flr Interaktion zwischen Zeit und Gruppe (nparLD)

Die mittlere Konzentration von SDF-1a liegt in der Kontrollgruppe bei 335.24 +
60.89 pg/ml (nicht in der Abbildung dargestellt). Praoperativ bestehen hinsichtlich
der SDF-1a-Konzentration keine Unterschiede zwischen ONCAB-Gruppe,
OPCAB-Gruppe und Kontrollgruppe (Einfaktorielle ANOVA, F (2, 57) =2.62, p =
.081).

Die Konzentration von SDF-1a in der ONCAB-Gruppe und OPCAB-Gruppe
andert sich signifikant mit der Zeit (nparLD, ANOVA-Type Statistic (2.48) = 9.98,
p < .001). Sie wird nicht durch die Gruppenzugehdrigkeit beeinflusst (nparLD,
ANOVA-Type Statistic (1) = 1.64, p = .201) und verlauft in beiden Gruppen
parallel (nparLD, ANOVA-Type Statistic (2.48) = 1.41, p = .241).
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Abbildung 14: ICAM-1 (ONCAB und OPCAB)

Bestimmung durch Multiplex-Immunoassay (Bio-Plex Pro Human Cytokine Assay, Bio-Rad
Laboratories GmbH, Minchen, Deutschland). ONCAB = On-Pump Coronary Artery Bypass,
OPCAB = Off-Pump Coronary Artery Bypass, ICAM-1 = Intercellular Adhesion Molecule 1, n =
Fallzahl ONCAB / OPCAB, pzeir = p-Wert fur Zeit (nparLD), peruppe = p-Wert fur Gruppe (nparLD),
pine = p-Wert fUr Interaktion zwischen Zeit und Gruppe (nparLD)

Die mittlere Konzentration von ICAM-1 liegt in der Kontrollgruppe bei 79830.38 £
14035.88 pg/ml (nicht in der Abbildung dargestellt). Praoperativ ist die ICAM-1-
Konzentration in der ONCAB-Gruppe signifikant hoher als in der Kontrollgruppe
(Kruskal-Wallis-Test, X2 (2) = 14.71, p = .001, Bonferroni Post-Hoc Test, p =
.025). Auch in der OPCAB-Gruppe ist signifikant mehr ICAM-1 nachweisbar als
in der Kontrollgruppe (Kruskal-Wallis-Test, X? (2) = 14.71, p = .001, Bonferroni
Post-Hoc Test, p =.001). Es besteht kein Unterschied zwischen ONCAB-Gruppe
und OPCAB-Gruppe (Kruskal-Wallis-Test, X2 (2) = 14.71, p = .001, Bonferroni
Post-Hoc Test, p = .826).

In der ONCAB-Gruppe und OPCAB-Gruppe andert sich die ICAM-1-
Konzentration nicht mit der Zeit (nparLD, ANOVA-Type Statistic (2.45) =0.41, p
= .703). Sie wird nicht durch die Gruppenzugehdrigkeit beeinflusst (nparlLD,
ANOVA-Type Statistic (1) = 2.09, p = .148) und verlauft in beiden Gruppen
parallel (nparLD, ANOVA-Type Statistic (2.45) = 1.12, p = .333).
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Abbildung 15: VCAM-1 (ONCAB und OPCAB)

Bestimmung durch Multiplex-Immunoassay (Bio-Plex Pro Human Cytokine Assay, Bio-Rad
Laboratories GmbH, Minchen, Deutschland). ONCAB = On-Pump Coronary Artery Bypass,
OPCAB = Off-Pump Coronary Artery Bypass, VCAM-1 = Vascular Cell Adhesion Molecule 1, n =
Fallzahl ONCAB / OPCAB, pzeit = p-Wert fur Zeit (nparLD), peruppe = p-Wert fur Gruppe (nparLD),
pint = p-Wert flr Interaktion zwischen Zeit und Gruppe (nparLD)

Die mittlere Konzentration von VCAM-1 liegt in der Kontrollgruppe bei 259121.61
+ 63120.15 pg/ml (nicht in der Abbildung dargestellt). Praoperativ ist die VCAM-
1-Konzentration in der OPCAB-Gruppe signifikant héher als in der Kontrollgruppe
(Einfaktorielle ANOVA, F (2, 57) = 3.80, p =.028, Tukey Post-Hoc Test, p =.024).
Es bestehen keine Unterschiede zwischen ONCAB- und OPCAB-Gruppe
(Einfaktorielle ANOVA, F (2, 57) = 3.80, p =.028, Tukey Post-Hoc Test, p = .628)
sowie zwischen ONCAB-Gruppe und Kontrollgruppe (Einfaktorielle ANOVA, F (2,
57) = 3.80, p =.028, Tukey Post-Hoc Test, p =.183).

Die Konzentration von VCAM-1 in der ONCAB-Gruppe und OPCAB-Gruppe
andert sich signifikant mit der Zeit (nparLD, ANOVA-Type Statistic (2.56) = 7.49,
p < .001). Sie wird nicht durch die Gruppenzugehdrigkeit beeinflusst (nparLD,
ANOVA-Type Statistic (1) = 1.04, p = .308) und verlauft in beiden Gruppen
parallel (nparLD, ANOVA-Type Statistic (2.56) = 1.47, p = .225).
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3.4.2 ECMO-Patienten

In den Abbildungen 16 bis 22 ist der zeitliche Verlauf von Leukozyten, IL-6, TNF-
a, MCP-1, SDF-1a, ICAM-1 und VCAM-1 in der va-ECMO- und vv-ECMO-
Gruppe dargestellt.

Zu Beginn der ECMO-Therapie zeigen sich hohe Werte flir alle untersuchten
Marker. In den folgenden Tagen sind diese zum Teil ricklaufig. Die mediane
Leukozytenzahl fallt innerhalb der ersten 7 Tage in der va-ECMO-Gruppe von
13.40 Tausend/ul auf 8.65 Tausend/ul und in der vw-ECMO-Gruppe von 20.65
Tausend/pl auf 13.90 Tausend/pul. In ahnlicher Weise sinkt die Konzentration von
IL-6 in der va-ECMO-Gruppe von 60.65 pg/ml auf 25.59 pg/ml und in der vv-
ECMO-Gruppe von 211.06 pg/ml auf 30.88 pg/ml. Auch MCP-1 zeigt einen
derartigen Verlauf. Hier fallt die mediane Konzentration in der va-ECMO-Gruppe
von 123.85 pg/ml auf 43.82 pg/ml und in der vw-ECMO-Gruppe von 239.56 pg/ml
auf 42.79 pg/ml.

Die Ubrigen Marker zeigen nur geringe Veranderungen. Bei TNF-a, SDF-1q,
VCAM-1 und ICAM-1 bleibt die Konzentration im Verlauf anndhernd konstant.
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Abbildung 16: Leukozyten (va-ECMO und vv-ECMO)

Automatische Blutbildbestimmung (ABX Micros 60, HORIBA ABX SAS, Montpellier, Frankreich).
va = venoarteriell, vv = venovends, ECMO = Extrakorporale Membranoxygenierung, e = Werte
der einzelnen Patienten
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Abbildung 17: IL-6 (va-ECMO und vv-ECMO)

Bestimmung durch Multiplex-Immunoassay (Bio-Plex Pro Human Cytokine Assay, Bio-Rad
Laboratories GmbH, Minchen, Deutschland). va = venoarteriell, v = venovenés, ECMO =
Extrakorporale Membranoxygenierung, IL-6 = Interleukin 6, ¢ = Werte der einzelnen Patienten
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Abbildung 18: TNF-a (va-ECMO und vv-ECMO)

Bestimmung durch Multiplex-Immunoassay (Bio-Plex Pro Human Cytokine Assay, Bio-Rad
Laboratories GmbH, Minchen, Deutschland). va = venoarteriell, v = venovenés, ECMO =
Extrakorporale Membranoxygenierung, TNF-a = Tumornekrosefaktor a, e = Werte der einzelnen
Patienten
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Abbildung 19: MCP-1 (va-ECMO und vv-ECMO)

Bestimmung durch Multiplex-Immunoassay (Bio-Plex Pro Human Cytokine Assay, Bio-Rad
Laboratories GmbH, Minchen, Deutschland). va = venoarteriell, v = venovends, ECMO =
Extrakorporale Membranoxygenierung, MCP-1 = Monocyte Chemoattractant Protein 1, e = Werte
der einzelnen Patienten
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Abbildung 20: SDF-1a (va-ECMO und vv-ECMO)

Bestimmung durch Multiplex-Immunoassay (Bio-Plex Pro Human Cytokine Assay, Bio-Rad
Laboratories GmbH, Minchen, Deutschland). va = venoarteriell, vw = venovends, ECMO =
Extrakorporale Membranoxygenierung, SDF-1a = Stromal Cell Derived Factor 1a, « = Werte der
einzelnen Patienten
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Abbildung 21: ICAM-1 (va-ECMO und vv-ECMO)

Bestimmung durch Multiplex-Immunoassay (Bio-Plex Pro Human Cytokine Assay, Bio-Rad
Laboratories GmbH, Minchen, Deutschland). va = venoarteriell, vwv = venovends, ECMO =
Extrakorporale Membranoxygenierung, ICAM-1 = Intercellular Adhesion Molecule 1, ¢ = Werte
der einzelnen Patienten
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Abbildung 22: VCAM-1 (va-ECMO und vv-ECMO)

Bestimmung durch Multiplex-Immunoassay (Bio-Plex Pro Human Cytokine Assay, Bio-Rad
Laboratories GmbH, Minchen, Deutschland). va = venoarteriell, v = venovenés, ECMO =
Extrakorporale Membranoxygenierung, VCAM-1 = Vascular Cell Adhesion Molecule 1, e« = Werte
der einzelnen Patienten
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3.5 Marker fur oxidativen Stress

3.5.1 Bypass-Patienten und gesunde Probanden
Abbildung 23 zeigt den zeitlichen Verlauf von MDA in der ONCAB- und OPCAB-
Gruppe.
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Abbildung 23: MDA (ONCAB und OPCAB)

Photometrische Bestimmung (Cell Meter Intracellular Colorimetric Lipid Peroxidation (MDA)
Assay Kit, AAT Bioquest, Sunnyvale, Kalifornien). ONCAB = On-Pump Coronary Artery Bypass,
OPCAB = Off-Pump Coronary Artery Bypass, MDA = Malondialdehyd, n = Fallzahl ONCAB /
OPCAB, pzeit = p-Wert fur Zeit (nparLD), peruppe = p-Wert fuir Gruppe (nparLD), pine = p-Wert flr
Interaktion zwischen Zeit und Gruppe (nparLD)

In der Kontrollgruppe liegt die mittlere MDA-Konzentration bei 305.60 + 154.97
MM (nicht in der Abbildung dargestellt). Die Konzentration von MDA ist
praoperativ in der ONCAB-Gruppe signifikant niedriger als in der Kontrollgruppe
(Kruskal-Wallis-Test, X2 (2) =9.29, p =.010, Bonferroni Post-Hoc Test, p =.009).
Es bestehen keine Unterschiede zwischen ONCAB- und OPCAB-Gruppe
(Kruskal-Wallis-Test, X2 (2) = 9.29, p = .010, Bonferroni Post-Hoc Test, p =.122)
sowie zwischen OPCAB-Gruppe und Kontrollgruppe (Kruskal-Wallis-Test, X2 (2)
=9.29, p =.010, Bonferroni Post-Hoc Test, p = 1.000).

In der ONCAB-Gruppe und OPCAB-Gruppe andert sich die MDA-Konzentration
nicht mit der Zeit (nparLD, ANOVA-Type Statistic (2.66) = 1.60, p = .192). Sie
wird signifikant durch die Gruppenzugehorigkeit beeinflusst (nparLD, ANOVA-
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Type Statistic (1) = 8.57, p = .003), verlauft aber in beiden Gruppen parallel
(nparLD, ANOVA-Type Statistic (2.66) = 2.44, p = .070).

3.5.2 ECMO-Patienten
In Abbildung 24 ist der zeitliche Verlauf von MDA in der va-ECMO- und vv-
ECMO-Gruppe dargestellt.
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Abbildung 24: MDA (ONCAB und OPCAB)

Photometrische Bestimmung (Cell Meter Intracellular Colorimetric Lipid Peroxidation (MDA)
Assay Kit, AAT Bioquest, Sunnyvale, Kalifornien). va = venoarteriell, v = venovends, ECMO =
Extrakorporale Membranoxygenierung, MDA = Malondialdehyd, ¢ = Werte der einzelnen
Patienten, 1 = Werte aul3erhalb des Diagrammbereichs

In beiden Gruppen ist MDA tendenziell ricklaufig. Die mediane Konzentration
fallt zwischen dem 1. und 7. Tag in der va-ECMO-Gruppe von 194.12 yM auf
114.36 uyM und in der vv-ECMO-Gruppe von 495.22 uM auf 356.96 uM.

3.6 Korrelation

3.6.1 Bypass-Patienten
Am 1. Tag nach einer Bypassoperation korreliert die Konzentration von VCAM-1
moderat negativ mit dem RHI (Rangkorrelation nach Spearman, r = -0.38, p =

.021). Abbildung 25 zeigt ein Streudiagramm der beiden Variablen.
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Abbildung 25: Streudiagramm RHI und VCAM-1

Patienten nach Bypassoperation mit und ohne Herz-Lungen-Maschine, 1. postoperativer Tag.
Bestimmung mittels EndoPAT (ltamar Medical Ltd., Caesarea, Israel) und Multiplex-
Immunoassay (Bio-Plex Pro Human Cytokine Assay, Bio-Rad Laboratories GmbH, Munchen,
Deutschland). RHI = Reactive Hyperemia Index, VCAM-1 = Vascular Cell Adhesion Molecule 1,
e = Werte der einzelnen Patienten

Zwischen den weiteren untersuchten Markern fir Inflammation und oxidativen
Stress und dem RHI besteht keine signifikante Korrelation (Rangkorrelation nach
Spearman, RHI und Leukozyten: r = -0.08, p = .663; RHI und IL-6: r =-0.04, p =
.805; RHI und TNF-a: r = -0.13, p = .462; RHI und MCP-1: r = -0.05, p = .753;
RHI und SDF-1a : r = 0.01, p = .953; RHI und ICAM-1: r = -0.05, p = .760; RHI
und MDA: r = 0.18, p =.285).
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4 Diskussion

In diesem Kapitel werden die Ergebnisse in Bezug zum aktuellen
Forschungsstand diskutiert und Limitationen der Studie benannt.

4.1 Diskussion der Ergebnisse

In unserer Studie wurde untersucht, wie sich die extrakorporale Zirkulation auf
die Endothelfunktion auswirkt, wie sie Marker fur Inflammation und oxidativen

Stress beeinflusst und ob eine Korrelation zwischen den Parametern besteht.

Bei ONCAB- und OPCAB-Patienten veranderte sich der RHI postoperativ nicht.
Es lieBen sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen
feststellen. Im Hinblick auf Marker fir Inflammation und oxidativen Stress zeigte
sich nach der Operation ein signifikanter Anstieg der Leukozytenzahl und der
Konzentration von IL-6, MCP-1, SDF-1a und VCAM-1. Die Konzentration von
TNF-a, ICAM-1 und MDA veranderte sich im zeitlichen Verlauf nicht. Mit
Ausnahme von IL-6 und MDA bestanden keine signifikanten Unterschiede
zwischen der ONCAB- und OPCAB-Gruppe. Die Konzentration von IL-6 war im
Verlauf, aber auch schon praoperativ in der OPCAB-Gruppe hoher als in der
ONCAB-Gruppe, sodass der Unterschied nicht ausschlieBlich auf die
Intervention zuriickgefuhrt werden kann. Bei MDA zeigten sich ebenfalls
durchgehend héhere Werte in der OPCAB-Gruppe, auch wenn ein signifikanter
Unterschied nur im Verlauf nachgewiesen wurde. Keiner der untersuchten
Marker fur Inflammation und oxidativen Stress ist in der ONCAB-Gruppe stéarker
angestiegen als in der OPCAB-Gruppe. Am 1. postoperativen Tag bestand eine
moderate negative Korrelation zwischen der Konzentration von VCAM-1 und
dem RHI.

Bei Patienten mit ECMO zeigten sich insbesondere zu Beginn der Therapie hohe
Konzentrationen der Marker fur Inflammation und oxidativen Stress mit teils
groRen interindividuellen Schwankungen. Es wurden niedrige RHI-Werte

ermittelt, die bei einem Teil der Patienten bei 1 oder niedriger lagen.
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4.1.1 Endothelfunktion bei ONCAB und OPCAB

Die Endothelfunktion von Patienten mit extrakorporaler Zirkulation wurde bisher
nur in wenigen Studien untersucht. Lanzarone et al. konnten bei Operationen mit
Herz-Lungen-Maschine eine erniedrigte Konzentration von Nitrit, einem
Abbauprodukt von Stickstoffmonoxid, nachweisen. Dies spricht dafur, dass die
endotheliale NO-Produktion bei Patienten mit ONCAB reduziert ist (2010).
Angdin et al. haben gezeigt, dass die Endothel-abhangige Vasodilatation im
Lungenkreislauf bei ONCAB abnimmt und postoperativ signifikant niedriger ist
als bei OPCAB (2001). Im Gegensatz dazu fanden Johansson-Synnergren et al.
keinen signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen. In ihrer Studie war die
Endothel-abh&ngige Vasodilatation in Gefalien des Unterarms bei Patienten mit
ONCAB und Patienten mit OPCAB vergleichbar (2004).

Auch unsere Studie konnte hinsichtlich der Endothelfunktion keinen Unterschied
zwischen ONCAB- und OPCAB-Gruppe nachweisen. In beiden Gruppen blieb
der RHI tber die Zeit konstant und die Endothel-abhangigen Vasodilatation nahm

postoperativ nicht ab.

Diese Ergebnisse kdnnten darauf hinweisen, dass bei Operationen mit Herz-
Lungen-Maschine  keine  systemische, sondern nur eine lokale
Endotheldysfunktion auftritt. Myokard und Lunge werden wahrend der
extrakorporalen Zirkulation fir mehrere Minuten nicht oder nur eingeschrankt
durchblutet und sind durch Ischamie-Reperfusions-Schaden besonders
vulnerabel (Zahler et al., 1999, Massoudy et al., 2001). Dies fuhrt moglicherweise
dazu, dass eine Storung der Endothelfunktion auf diese Organe begrenzt bleibt.
In Tierversuchen wurde bereits gezeigt, dass Ischamie und Reperfusion von Herz
und Lunge eine endotheliale Dysfunktion hervorrufen. Tsao et al., Quillen et al.
und Lefer et al. haben nach Reperfusion eine Abnahme der Endothel-abh&ngigen
Vasodilatation in kardialen Gefalien nachgewiesen (Tsao et al., 1990, Quillen et
al., 1990, Lefer et al., 1992), Davenpeck et al. in pulmonalen Gefél3en
(Davenpeck et al., 1993). Eine lokale Endothelfunktion ware mit unseren
Ergebnissen ebenso wie mit denen der bereits genannten Vorarbeiten vereinbar.
Da es jedoch nur wenige Untersuchungen am Menschen gibt, sind weitere
Studien notwendig, um diese Hypothese zu prufen.
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4.1.2 Inflammation bei ONCAB und OPCAB

In friheren Studien wurden bei Operationen mit Herz-Lungen-Maschine meist
hohere Entzindungsparameter gemessen als bei solchen ohne Herz-Lungen-
Maschine. Al-Ruzzeh at al. fanden bei Patienten mit ONCAB eine vermehrte
Expression des Adhasionsmolekils CD11b, was auf eine Aktivierung
neutrophiler Granulozyten schlie3en lasst (2003). Ascione et al. haben bei
Operationen mit Herz-Lungen-Maschine eine hohere Konzentration des Enzyms
Elastase nachgewiesen (2000). In einer Studie von Wan et al. war die
Konzentration von IL-6, IL-8, IL-10 und TNF-a in der ONCAB-Gruppe héher, auch
VCAM-1 stieg zu einem Zeitpunkt starker an als in der OPCAB-Gruppe (2004).
Wildhirt et al. haben zusatzlich gezeigt, dass das Adhasionsmolekil ICAM-1 bei
Operationen mit Herz-Lungen-Maschine systemisch und kardial starker
exprimiert wird als bei solchen ohne Herz-Lungen-Maschine (2001). Die
beobachteten Unterschiede zwischen ONCAB und OPCAB legen nahe, dass die
extrakorporale Zirkulation einen wichtigen Ausloser der Entzindungsreaktion

darstellt.

In unserer Studie haben sich diese Ergebnisse jedoch nicht bestétigt. Keiner der
untersuchten Marker fur Inflammation ist in der ONCAB-Gruppe starker
angestiegen als in der OPCAB-Gruppe. Unsere Daten geben somit keinen Anhalt
dafur, dass die Verwendung einer Herz-Lungen-Maschine die postoperative
Entzindungsreaktion beeinflusst. Andere Faktoren, wie beispielsweise das

chirurgische Trauma, scheinen im Vordergrund zu stehen.

Dies hangt mdglicherweise mit der standigen Weiterentwicklung von
Schlauchsystemen, Pumpen und Oxygenatoren zusammenhangen. Eine im
Vergleich zu friheren Herz-Lungen-Maschinen verbesserte Biokompatibilitat
kénnte den fehlenden Einfluss der extrakorporalen Zirkulation in unserer Studie
erklaren. HierfUr spricht, dass eine weitere Studie, die in den letzten Jahren
veroffentlicht wurden, ebenfalls keine Unterschiede zwischen ONCAB und
OPCAB nachweisen konnten. Miller-Eising et al. haben Patienten mit ONCAB,
OPCAB und minimalisierter extrakorporaler Zirkulation untersucht und fanden
einen Anstieg von Leukozyten, TNF-a, CRP, ICAM-1 und P-Selektin ohne
signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen (2014).
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Es muss allerdings auch der Studienaufbau bertcksichtigt werden. Im Gegensatz
zu vielen der bereits genannten Arbeiten wurden die Patienten in unserer Studie
nicht am Operationstag untersucht. Uber die erste Phase der
Entziindungsreaktion wahrend und unmittelbar nach der Operation kann daher
keine Aussage getroffen werden. Bei Al-Ruzzeh et al., Ascione et al. Wan et al.
und Wildhirt et al. traten Unterschiede zwischen ONCAB und OPCAB meist sehr
frith im postoperativen Verlauf auf, sodass es maoglich erscheint, dass kurzzeitige
Unterschiede zwischen den Gruppen in unserer Studie nicht erfasst wurden.

4.1.3 Oxidativer Stress bei ONCAB und OPCAB

Es gibt mehrere Belege dafir, dass die Verwendung einer Herz-Lungen-
Maschine bei Bypassoperationen zu oxidativem Stress flhrt. In einer Studie von
Matata et al. trat in der ONCAB-Gruppe ein Anstieg von Lipidhydroperoxiden,
Proteincarbonylen und Nitrotyrosin auf, wahrend die Werte der OPCAB-Gruppe
sich nicht veranderten (2000). In &hnlicher Weise haben Cavalca et al. gezeigt,
dass erhdhte Konzentrationen von Isoprostan und Malondialdehyd nur bei
Operationen mit Herz-Lungen-Maschine auftreten. Die antioxidative Kapazitat fiel
in ihrer Studie bei Patienten mit ONCAB stéarker ab als bei Patienten mit OPCAB
(2006).

Unsere Ergebnisse stimmen hiermit nicht tberein. Da die MDA-Konzentration
postoperativ nicht angestiegen ist, konnte nicht bestatigt werden, dass die

Verwendung einer Herz-Lungen-Maschine mit oxidativem Stress assoziiert ist.

Ahnlich wie bei den Markern fiir Inflammation muss auch hier beachtet werden,
dass die Patienten in unserer Studie nicht am Operationstag untersucht wurden.
Eine kurze Phase mit oxidativem Stress wahrend oder unmittelbar nach der
Operation kann daher nicht ausgeschlossen werden. Dies erklart moglicherweise
die Differenzen zwischen unseren Ergebnissen und denen von Matata et al. und

Cavalca et al.

4.1.4 Korrelation bei ONCAB und OPCAB
Eine akute Inflammation kann die NO-Synthese und die Endothel-abhangige
Vasodilatation beeintrachtigen (Zhang et al., 1997, Hingorani et al., 2000). Dies
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legt nahe, dass eine Korrelation zwischen Markern fir Inflammation und

oxidativen Stress und der Endothel-abhangigen Vasodilatation besteht.

In unserer Studie korrelierte die Konzentration von VCAM-1 am 1. Tag nach
Bypassoperationen mit und ohne Herz-Lungen-Maschine moderat negativ mit
dem RHI.

Ahnliche Ergebnisse wurden bereits bei Patienten mit Peripherer arterieller
Verschlusskrankheit erzielt. Hier wiesen Patienten mit hoher ICAM-1- und
VCAM-1-Konzentration eine schlechtere Endothel-abhangige Vasodilatation auf
als Patienten mit niedriger Konzentration (Brevetti et al., 2001). In einer weiteren
Studie zeigten Patienten mit Koronarer Herzkrankheit hohere Konzentrationen
von VCAM-1 als gesunde Probanden (Semaan et al., 2000). Die Daten sprechen
daflr, dass ein Zusammenhang zwischen der inflammatorischen Aktivierung des

Endothels und einer gestérten NO-Synthese besteht.

4.1.5 Aspekte bei va-ECMO und vv-ECMO

Unsere Patienten zeigten zu Beginn der ECMO-Therapie laborchemisch hohe
Marker fr Inflammation und oxidativen Stress. Gleichzeitig wurden niedrige RHI-
Werte erfasst, die fur eine endotheliale Dysfunktion sprechen kénnen. Im Verlauf
blieben die Entziindungsparameter auf einem vergleichbaren Niveau oder fielen
ab, wahrend der RHI tendenziell anstieg. Eine Zunahme von Inflammation und
oxidativem Stress mit steigender Dauer der extrakorporalen Zirkulation trat in

unserer Studie nicht auf.

Diese Beobachtungen passen gut zu einer Studie von Burrell et al., in der
Entziindungsparameter wie IL-6, IL-8 und TNF-a nach Beginn einer vv-ECMO-
Therapie ebenfalls ricklaufig waren. Die Konzentration der Zytokine wurde in
dieser Studie signifikant durch die Grunderkrankung, das heif3t die Ursache des
ARDS, und die Beatmung der Patienten beeinflusst (2017).

Eine mogliche Erklarung hierflr ist, dass die von uns untersuchten Marker fur
Inflammation und oxidativen Stress primar den kritischen Zustand der Patienten
zu Therapiebeginn und eine schrittweise Rekonvaleszenz widerspiegeln. Die in

Versuchen mit simulierter ECMO nachweisbare Inflammation durch Kontakt zu
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Fremdoberflachen (Adrian et al., 1998) konnte eine geringere Rolle spielen, als

haufig angenommen wird.

Andererseits ist auch denkbar, dass die Implantation der ECMO einen raschen
Anstieg von Entzindungsparametern hervorruft und diese im weiteren Verlauf
durch Anpassungsvorgange wieder abfallen. Dies kann anhand unserer Daten
nicht beurteilt werden. In der Studie von Burrell et al. wurden jedoch bereits am
1. Tag der ECMO-Therapie niedrigere Konzentrationen von IL-6, IL-8 und TNF-

a nachgewiesen als vor Implantation der ECMO.

Die ermittelten RHI-Werte von bis unter 1 weisen darauf hin, dass bei einem Tell
der ECMO-Patienten eine schwere endotheliale Dysfunktion vorliegt. Ahnlich wie
die hohen Entzindungsparameter kénnte der niedrige RHI eine Folge des
kritischen Zustandes sein, in dem sich die Patienten zu Beginn der Therapie
befinden oder aber durch die extrakorporale Zirkulation mitbedingt sein. Aufgrund
verschiedener Limitationen unserer Arbeit missen diese Beobachtungen in

grolReren Studien verifiziert werden.

4.2 Limitationen

Die hier prasentierte Studie hat einige Limitationen, die bei der Interpretation

der Ergebnisse bericksichtigt werden mussen.

Die Probanden wurden nicht randomisiert. Daher ist es mdglich, dass strukturelle
Unterschiede zwischen der ONCAB- und OPCAB-Gruppe bestehen. Hinsichtlich
der untersuchten klinischen und demografischen Daten scheinen die Gruppen
vergleichbar zu sein, es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass sie sich

in anderen Bereichen unterscheiden.

Eine weitere Limitation ist die fehlende Standardisierung der Therapie. Alle
therapeutischen Entscheidungen wurden durch die behandelnden Arzte
getroffen und nicht durch die Studienteilnahme beeinflusst. Somit kdnnen
unerwlinschte Behandlungsunterschiede zwischen ONCAB- und OPCAB-

Gruppe vorhanden sein.
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In der va-ECMO- und vv-ECMO-Gruppe wurden nur wenige Patienten
untersucht. Es erfolgte eine rein deskriptive Auswertung, sodass keine
Ruckschlisse auf die Grundgesamtheit mdglich sind. Auch in der ONCAB- und
OPCAB-Gruppe sowie in der Kontrollgruppe ist die Fallzahl von je 20 Patienten

niedrig, die Ergebnisse sollten daher in gréReren Studien bestatigt werden.

Limitationen bestehen auch hinsichtlich der Untersuchungsmethode fir die
Endothelfunktion. Der verwendete EndoPAT-Test liefert bei gesunden
Erwachsenen verlassliche Ergebnisse (Brant et al., 2013, McCrea et al., 2012),
bei Patienten mit KHK scheint die Reliabilitat jedoch eingeschrankt zu sein. Nil et
al. haben Patienten mit stabiler Herzerkrankung mehrmals mit dem EndoPAT-
Test untersucht und ermittelten eine Intraklassen-Korrelation von nur 0,45 — 0,51
(2014). Bei Patienten mit ECMO-Therapie wurde der Endo-PAT-Test bisher nicht
verwendet. In unserer Studie konnte die Untersuchung in mehreren Fallen nicht
ausgewertet werden, da die Signalqualitdt zu niedrig war. Dies fuhren wir vor
allem auf eine Kreislaufzentralisation mit schlechter peripherer Durchblutung und

den teils kontinuierlichen Blutfluss wahrend der ECMO-Therapie zurlck.

4.3 Schlussfolgerungen

Unsere Erkenntnisse lassen sich wie folgt zusammenfassen:

Ob die Endothelfunktion durch eine Operation mit Herz-Lungen-Maschine
beeintrachtigt wird, ist nicht abschlieRend geklart. In unserer Studie unterschied
sich die Endothel-abhangige Vasodilatation nicht zwischen Patienten mit ONCAB
und OPCAB, der RHI blieb in beiden Gruppen uber die Zeit stabil. Dies spricht
dagegen, dass der Einsatz einer Herz-Lungen-Maschine eine systemische
Endotheldysfunktion verursacht. Es ist allerdings mdglich, dass die reduzierte
Durchblutung von Myokard und Lunge eine lokalen Endotheldysfunktion auslést,
die durch den EndoPAT-Test nicht erfasst wird. Weitere Studien sollten
untersuchen, ob Operationen mit Herz-Lungen-Maschine eine solche Stérung
verursachen und ob ein Zusammenhang mit einer erh6hten Morbiditat und
Mortalitat besteht.
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Sowohl bei Operationen mit Herz-Lungen-Maschine als auch bei solchen ohne
Herz-Lungen-Maschine tritt eine Entzindungsreaktion auf. Diese auf3ert sich
durch einen Anstieg verschiedener Marker fur Inflammation, darunter
Leukozyten, IL-6, MCP-1, SDF-1a und VCAM-1. Die extrakorporale Zirkulation
scheint die Entziindungsreaktion nicht nachhaltig zu beeinflussen, eine
kurzzeitige Akzentuierung kann jedoch nicht ausgeschlossen werden. Eine
postoperative Zunahme von oxidativem Stress wurde in unserer Studie bei

keinem der Operationsverfahren beobachtet.

Am 1. Tag nach Bypassoperationen korreliert die Konzentration von VCAM-1
moderat negativ mit der Endothel-abh&ngigen Vasodilatation. Dies spricht fur
einen Zusammenhang zwischen inflammatorischer Aktivierung des Endothels

und gestorter NO-Synthese.

Zu Beginn einer ECMO-Therapie zeigten die Patienten in unserer Studie hohe
Marker fur Inflammation und oxidativen Stress. Diese waren im Verlauf
tendenziell rucklaufig. Eine mdogliche Erklarung hierfur ist, dass die bei der
ECMO-Therapie beobachtete Entziindungsreaktion vor allem durch den Verlauf
der Grunderkrankung bestimmt wird und die extrakorporale Zirkulation sich
weniger stark auswirkt. In den ersten Tagen wurden niedrige RHI-Werte
gemessen, die darauf hinweisen, dass bei einem Teil der ECMO-Patienten eine
schwere endotheliale Dysfunktion vorliegt. Wegen der niedrigen Fallzahl und den
Einschrdnkungen der verwendeten Untersuchungsmethode missen unsere

Beobachtungen in weiteren Studien tberprift werden.
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5 Zusammenfassung

Bei Operationen mit Herz-Lungen-Maschine und anderen Verfahren mit
extrakorporaler  Zirkulation ist eine systemische Entziindungsreaktion
beschrieben. Diese geht mit einer Aktivierung von Leukozyten und der
Freisetzung proinflammatorischer Zytokine und Sauerstoffradikale einher.
Studien weisen darauf hin, dass das Endothel im Rahmen der
Entziindungsreaktion geschadigt wird und eine endotheliale Dysfunktion auftritt.

Die vorliegende Arbeit soll daher zeigen, wie sich die extrakorporale Zirkulation
auf die Endothelfunktion auswirkt, wie sie Marker fur Inflammation und oxidativen
Stress beeinflusst und ob eine Korrelation zwischen den untersuchten Markern
und der Endothelfunktion besteht.

Es wurde eine prospektive klinische Studie durchgefihrt. Eingeschlossen wurden
20 Patienten mit konventioneller Bypassoperation (ONCAB-Gruppe), 20
Patienten mit Bypassoperation ohne Herz-Lungen-Maschine (OPCAB-Gruppe),
20 gesunde Probanden (Kontrollgruppe), 8 Patienten mit venoarterieller ECMO-
Therapie (va-ECMO-Gruppe) und 3 Patienten mit venovendser ECMO-Therapie
(vw-ECMO-Gruppe). Bei allen Probanden wurde die Endothel-abhangige
Vasodilatation mit dem EndoPAT-Test (Itamar Medical Ltd., Caesarea, Israel)
untersucht. Parallel wurden in Blutproben Leukozyten, Interleukin 6 (IL-6),
Tumornekrosefaktor a (TNF-a), Monocyte Chemoattractant Protein 1 (MCP-1),
Stromal Cell Derived Factor 1a (SDF-1a), Intercellular Adhesion Molecule 1
(ICAM-1), Vascular Cell Adhesion Molecule 1 (VCAM-1) als Marker fur
Inflammation und Malondialdehyd (MDA) als Marker fir oxidativen Stress
bestimmt. Klinische und demografische Informationen wurden der elektronischen
Patientenakte entnommen. Die erhobenen Daten wurden auf signifikante
Unterschiede zwischen ONCAB-Gruppe, OPCAB-Gruppe und Kontrollgruppe
sowie auf Unterschiede im zeitlichen Verlauf hin untersucht. Fur den 1.
postoperativen Tag wurde ermittelt, ob eine Korrelation zwischen Markern fur
Inflammation und oxidativen Stress und der Endothelfunktion besteht. Die va-
ECMO- und vv-ECMO-Gruppe wurden aufgrund der geringen Fallzahl rein
deskriptiv ausgewertet.

71



Bei Patienten mit Bypassoperation veranderte sich der Reactive Hyperemia
Index (RHI) als MaRR fur die Endothel-abhangige Vasodilatation im zeitlichen
Verlauf nicht. Es waren keine signifikanten Unterschiede zwischen ONCAB- und
OPCAB-Gruppe nachweisbar. Innerhalb der Gruppen kam es im zeitlichen
Verlauf zu einem signifikanten Anstieg der Leukozytenzahl (p < .001) und der
Konzentration von IL-6 (p < 0.001), MCP-1 (p = .001), SDF-1a (p < .001) und
VCAM-1 (p < .001). Dieser war in der ONCAB-Gruppe nicht starker ausgepragt
als in der OPCAB-Gruppe. Die Konzentration von TNF-a, ICAM-1 und MDA blieb
im zeitlichen Verlauf stabil. Am 1. postoperativen Tag bestand eine moderate
negative Korrelation zwischen der Konzentration von VCAM-1 und dem RHI (r =
-0.38, p = .021).

Unserer Ergebnisse sprechen dagegen, dass Operationen mit Herz-Lungen-
Maschine zu einer systemischen Endotheldysfunktion flihren. Es ist jedoch
moglich, dass Ischamie-Reperfusions-Schaden eine lokale Funktionsstérung des
Endothels in Myokard und Lunge hervorrufen. Dies sollte in weiteren Studien
untersucht werden. Die postoperative Entziindungsreaktion scheint nicht oder
nur transient durch die extrakorporale Zirkulation beeinflusst zu werden. Eine
maogliche Erklarung hierfur ist die technische Weiterentwicklung der Herz-
Lungen-Maschine, die eine verbesserte Biokompatibilitat mit sich bringt. Eine
Zunahme von oxidativem Stress konnte bei Operationen mit und ohne Herz-
Lungen-Maschine nicht nachgewiesen werden. Aufgrund der negativen
Korrelation von VCAM-1 und Endothel-abhéngiger Vasodilatation ist es
wahrscheinlich, dass ein Zusammenhang zwischen inflammatorischer

Aktivierung des Endothels und gestorter NO-Synthese besteht.

Bei Patienten mit ECMO zeigten sich hohe Marker fir Inflammation und
oxidativen Stress, die nach Therapiebeginn tendenziell abnahmen oder konstant
blieben. Vor allem in den ersten Tagen wurden auch niedrige RHI-Werte von bis
unter 1 beobachtet. Dies kann moglicherweise auf die schwere Erkrankung der
Patienten zu Therapiebeginn und eine schrittweise Rekonvaleszenz
zuruickgefuhrt werden. Die extrakorporale Zirkulation scheint einen geringeren
Einfluss zu haben. Aufgrund von methodischen Limitationen sind weitere Studien

mit ECMO-Patienten notwendig, um unsere Ergebnisse zu Uberprifen.
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