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1. Einleitung

1.1 Einfihrung

Erkrankungen des Herz-Kreislauf-Systems waren im Jahr 2019 fur 35,3 % aller
Sterbefalle in Deutschland ursachlich (Bundesamt 2019). Als haufigste
Todesursache deutschlandweit konnte die koronare Herzkrankheit identifiziert
werden, gefolgt von dem akuten Myokardinfarkt auf Rang vier, sowie der
Herzinsuffizienz auf Rang funf (Bundesamt 2019). Als Risikofaktoren fur
kardiovaskulare Erkrankungen sind verschiedene Ursachen bekannt. Hierbei
handelt es sich unter anderem um arterielle Hypertonie, Adipositas, Diabetes
mellitus, Hyperlipoproteinamie, Nikotinkonsum, sowie korperliche Inaktivitat und
ungesunde Ernahrung (Robert-Koch-Institut). Pathophysiologisch kommt es
hierbei zu einer Schadigung des Endothels durch oxidativen und mechanischen
Stress und daraufhin zur Inflammation. In das Endothel eingewanderte
Makrophagen werden durch Aufnahme abgelagerter Lipidtropfen zu
Schaumzellen. Die Ablagerung von Lipiden und Matrixbestandteilen, sowie
Gefallmuskelproliferation durch anhaltende Inflammation, fuhrt zu der
Entwicklung von arteriosklerotischen Plaques (Dzau, Antman et al. 2006). Diese
Plagues konnen das GefalBlumen zunehmend einengen wund zur
Unterversorgung nachfolgenden Gewebes fuhren. Eine Plaqueruptur kann
jedoch auch zu einem akuten Verschluss eines Gefalles fuhren. Mittels
medikamentoser Optimierung der kardiovaskularen Risikofaktoren, sowie durch
Lebensstilanderung, kann der Progress kardiovaskularer Erkrankungen
verlangsamt werden. In Tabelle 1 sind die kardiovaskularen Ursachen der zehn
haufigsten Todesursachen in Deutschland im Jahr 2019 dargestellt. Trotz
medikamentoser Behandlungsmaoglichkeiten ist eine chirurgische Intervention
bei fortgeschrittener Erkrankung haufig notwendig. Im Jahr 2019 wurden
deutschlandweit 99.612 herzchirurgische Eingriffe durchgefuhrt. Von diesen
Eingriffen erfolgte bei 71.759 (72,04 %) die Zuhilfenahme einer extrakorporalen



Zirkulation. Die Anzahl der HLM-unterstutzten Operationen nimmt stetig ab
(Beckmann, Meyer et al. 2020). Gleichzeitig lasst sich ein Anstieg
minimalinvasiver Verfahren, beispielsweise bei koronararteriellen Bypassen oder
Eingriffen an der Mitralklappe, verzeichnen (DGTHG-Leistungsstatistik 2020).
Dennoch ist die HLM weiterhin ein unverzichtbares Element in der klinischen

Versorgung herzchirurgischer Patienten (Beckmann, Meyer et al. 2020).

Tabelle 1: Todesursachen in Deutschland 2019 (Bundesamt 2019)

Todesursache Rang | Anzahl Verstorbene
Chronisch ischamische Herzkrankheit 1 73.459
Akuter Myokardinfarkt 4 44.282
Herzinsuffizienz 5 35.297
Hypertensive Herzkrankheit 8 21.937
Vorhofflattern/ -fimmern 9 20.715

1.2 Bauchtiicher

Im klinischen Alltag werden Bauchtucher regelhaft bei chirurgischen Eingriffen
eingesetzt. Hierbei erfullen sie folgende Aufgaben:

e Aufsaugen von Blut und anderen Korperflissigkeiten aus dem
Operationsgebiet
e Lokalisation von Blutungen

e Zuruckhalten von Organen

Gemal der Medizinprodukteverordnung 93/42/ECC der europaischen Union
werden Bauchtlcher als Medizinprodukte Klasse lla klassifiziert. Bauchttcher



werden wahrend chirurgischer Eingriffe in den Situs eingebracht und kommen
hier in Kontakt mit Organen, Gefal3en und ahnlichem. Die Anwendungsdauer
beschrankt sich auf weniger als 24 Stunden und wird somit als Kontaktdauer A
eingestuft (DIN 2018-08; Biological evaluation of medical devices - Part 1:
Evaluation and testing within a risk management process). Die Herstellung von
Bauchtuchern erfolgt zumeist aus Baumwolle. Dieser Rohstoff eignet sich
aufgrund seiner Saugfahigkeit gut fur den Einsatz in Operationsgebieten. Da es
sich bei Baumwolle um ein Naturprodukt handelt, unterliegt die Qualitat des
Rohmaterials verschiedenen Umwelteinflussen wie beispielsweise klimatischen
Schwankungen (Reddy, Davidonis et al. 1999). Diese konnen sowohl die
Eigenschaften als auch die Qualitat des Rohmaterials beeinflussen. Auch der
Verarbeitungsprozess kann Einfluss auf die Eigenschaften und die
Hamokompatibilitat des Bauchtuchs nehmen (Krajewski, Hierlemann et al. 2016).
Bauchtucher unterscheiden sich, neben dem Material, unter anderem auch in
Farbe, Fadenanzahl und Vorbehandlung. Zumeist ist ein Rontgenkontrastfaden
eingearbeitet, welcher die Lokalisation der Bauchtucher in der Korperhohle
mittels Rontgen erlaubt. In der Herzchirurgie erfolgt in der Blutstillungsphase
ausschlieRlich der Einsatz weilder Bauchticher. So koénnen verbliebene
Blutungsquellen lokalisiert werden.

1.3 Durchfiihrung herzchirurgischer Operationen unter Verwendung der
HLM

Lebenswichtige Operationen, wie beispielsweise koronararterielle Bypasse,
Korrekturen von Herzfehlern, sowie der Ersatz von Herzklappen, sind ohne die
Etablierung eines extrakorporalen Kreislaufs nicht moglich. Die Durchfuhrung der
ersten erfolgreichen Herzoperation unter Verwendung der HLM erfolgte im Jahr
1954 durch Dr. John Gibbon (Gibbon 1954).

Mittels HLM konnen sowohl die Zirkulation als auch die Oxygenierung
aufrechterhalten werden, wahrend die Pumpfunktion des Herzens unterdrtickt



wird. Dies hilft dabei optimale Operationsbedingungen zu schaffen. Die HLM
Ubernimmt vier wichtige Aufgaben. Neben der Ubernahme der kardialen
Pumpfunktion und der Oxygenierung mussen auch die Elimination des
Kohlenstoffdioxids sowie die Thermoregulation durch die Maschine erfolgen
(Sarkar and Prabhu 2017).

Die Entnahme des vendsen Bluts erfolgt durch Kanulierung des rechten Atriums
oder wahlweise der Venae cavae superior et inferior. Die Zwischenspeicherung
erfolgt in dem venodsen Reservoir der HLM. Von hier aus flie3t das Blut durch den
Oxygenator, welcher fur Oxygenierung und Decarboxylierung des Bluts
verantwortlich ist. Das mit Sauerstoff angereicherte Blut wird anschlieRend Uber
eine Kanule in den Korperkreislauf zurickgegeben (Baehner, Boehm et al. 2012).
Mogliche Lokalisationen sind hierbei die Aorta ascendens, die Arteria subclavia
und die Arteria femoralis. Die Vena subclavia oder Vena femoralis werden bei
der vendsen Ruckgabe oxygenierten Blutes bei isoliertem Lungenversagen
verwendet (Sarkar and Prabhu 2017). Dieser Grundaufbau kann nach Bedarf
durch zusatzliche Gerate erganzt werden. Auf seinem Weg durch die HLM kommt
das Blut in Kontakt mit vielen korperfremden Oberflachen. Um eine Aktivierung
des Gerinnungssystems und somit Komplikationen wie beispielsweise
thrombotische Embolien zu verhindern, erfolgt die Antikoagulation des Blutes mit
Heparin. Hierbei wird eine ACT von > 300 — 480 Sekunden angestrebt (Lander,
Zammert et al. 2016). Die Pumpfunktion des Herzens wird mittels Zugabe einer
Kardioplegielosung supprimiert. Hierbei erfolgt zumeist die Verwendung von
hyperkaliamer Losung, wodurch ein reversibler diastolischer Herzstillstand
verursacht wird (Melrose, Dreyer et al. 1955).
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Abbildung 1: Aufbau einer Herz-Lungen-Maschine.

a Schemazeichnung b Beispielaufbau: 1 arterieller Schenkel, 2 vendser Schenkel, 3 Hamofilter
(optional), 4 Oxygenator inklusive Warmetauscher, 5 vendses Reservoir, 6 arterieller Filter, 7

Rollerpumpe (Baehner, Boehm et al. 2012), Rechte bereitgestellt von Springer Nature.

Bei Operationen mit hohem Blutverlust ist es gangige Praxis, das Blut mit einem
speziellen Sauger aus dem Operationsgebiet abzusaugen und es an den
Patienten zurtickzuleiten. Diese Technik wird als maschinelle Autotransfusion
bezeichnet. Dies erfolgt, um die Gabe allogener, also kdrperfremder,
Blutprodukte zu vermeiden (Zhao, Ma et al. 2017). Die Gabe allogener
Blutprodukte ist mit einer erhohten Komplikationsrate sowie einer hoheren
Mortalitat assoziiert (Michalopoulos, Stavridis et al. 2003), (Engoren, Habib et al.
2002). Zusatzlich werden bei herzchirurgischen Operationen vollgesogene
Bauchtlcher Uber einer Schale ausgewrungen und ebenfalls Gber einen Sauger
in das Kardiotomiereservoir der HLM zurtckgeleitet. Durch den Kontakt von Blut
mit der koérperfremden Oberflache der HLM kommt es zu einer Aktivierung des
Gerinnungs- und des inflammatorischen Systems mit der Ausschittung
proinflammatorischer und -koagulativer Mediatoren (Edmunds 1993), (Hakim
1993). Auch die Nutzung des Saugers fuhrt, unter anderem durch einwirkende

Scherkrafte, zu der Zerstérung von Zellen (Gregoretti 1996). Durch Scherkrafte



aufgrund der Nutzung der HLM und des Saugers erfolgt ebenfalls eine
Aktivierung der Inflammation und Gerinnung (Tu, Hsieh et al. 2021), (Edmunds,
Colman et al. 1991). Im Rahmen dieser maschinellen Autotransfusion von
patienteneigenem Blut erfolgt zumeist die Aufbereitung durch einen Cell Saver.
Auf diese Weise konnen Zellfragmente, Gerinnungsfaktoren, Gewebereste,
freies Hamoglobin und ahnliches aus dem Blut herausgefiltert werden.
AnschlieRend kann das Blut an den Patienten zuruckgeleitet werden. Hierdurch
wird das Risiko von Komplikationen gesenkt (Gunaydin, Robertson et al. 2018),
(Damgaard, Nielsen et al. 2010). Abhangig von der Indikation kann die
Aufbereitung von Erythrozyten- oder Vollblutkonzentraten erfolgen. Im Falle
chirurgischer Interventionen unter Verwendung der HLM wird durch die hohe
Antikoagulation davon ausgegangen, dass das Blut auch ohne vorangegangene
Verarbeitung durch den Cell Saver an den Patienten zurickgegeben werden
kann, ohne das Risiko fur thromboembolische Ereignisse zu erhohen. Potenziell
aktivierte Zellen, sowie ausgeschuttete Gerinnungs- und
Entzindungsmediatoren konnen auf diese Weise zuruck in den Korperkreislauf

gelangen.

1.4. Postoperative Komplikationen

Ein weiteres Risiko herzchirurgischer Eingriffe ist das Auftreten potenziell
lebensbedrohlicher postoperativer Komplikationen. Die ,Society of Thoracic
Surgeons® identifizierte in einer umfangreichen Studie vier postoperative
Komplikationen mit der hochsten ,Failure to Rescue® Rate. ,Failure to Rescue®
ist hierbei definiert als die Unfahigkeit den Exitus nach dem Auftreten einer
postoperativen Komplikation zu verhindern (Hall, Lim et al. 2020). Laut der
,o0ciety of Thoracic Surgeons® handelt es sich im Rahmen herzchirurgischer
Komplikationen hierbei um Schlaganfalle, Nierenversagen, eine prolongierte
Intubationsdauer sowie Reoperationen (Edwards, Ferraris et al. 2016).
Postoperative Komplikationen sind assoziiert mit einer hoheren Mortalitat,



langeren Krankenhausaufenthalten und einer erhohten Morbiditat (Crawford,
Magruder et al. 2017).

1.4.1 Systemisches inflammatorisches Response-Syndrom

Eine gefahrliche und potenziell letale postoperative Komplikation ist das SIRS.
Ein SIRS kann durch unterschiedliche Faktoren wie beispielsweise Ischamie,
Infektionen, Traumata, schwere Operationen oder Verbrennungen ausgelost
werden. Als Folge dieser Ursachen kommt es zu einer Uberschiel3enden
systemischen Inflammation. Die Zytokine TNF-a, IL-183, IL-6 und IL-8 sowie das
Komplementsystem spielen hierbei eine wichtige Rolle. Anschliel3end erfolgt die
Aktivierung von Mastzellen, neutrophilen Granulozyten, Thrombozyten,
Makrophagen und Endothelzellen (Bone, Grodzin et al. 1997). Im Verlauf kann
es durch Aktivierungskaskaden zu einem Zytokinsturm kommen, welcher zu
Endorganschaden und Organversagen fuhren kann (Sagy, Al-Qaqgaa et al. 2013).
Laut der ersten Sepsisdefinition von 1992 mussten fur die Diagnose eines SIRS
zwei der folgenden SIRS-Kriterien erfullt sein:

e Korpertemperatur > 38°C oder < 36°C

e Herzfrequenz > 90/min

e Atemfrequenz > 20/min und paCO2 = 33 mmHg oder Oxygenierungsindex
<200

e Leukozytenzahl < 4.000/mm3, > 12.000/mm? oder > 10 % unreife
Leukozyten

(Bone, Balk et al. 1992)

Die SIRS-Kriterien sind, auch aufgrund ihrer geringen Spezifitat (Churpek,
Snyder et al. 2017), seit 2016 nicht mehr Bestandteil der aktuellen
Sepsisdefinition (Singer, Deutschman et al. 2016). Sie werden zunehmend durch



den SOFA-Score (siehe Tab. 2) abgeldst, zur Friherkennung einer Infektion sind
sie dennoch ein nutzliches Hilfsmittel. Anhand des SOFA-Scores kann die
Funktion der Organsysteme evaluiert werden und eine Abschatzung des
Mortalitatsrisikos erfolgen. Die Bestimmung des SOFA-Scores erfolgt im
intensivmedizinischen Bereich alle 24 Stunden. Hierbei werden die schlechtesten
Werte dieses Zeitraums bestimmt. Ein Anstieg von = 2 Punkten dient der
Diagnosestellung einer akuten Organdysfunktion und geht mit einer Mortalitat
von mehr als 10 % einher (Singer, Deutschman et al. 2016).

Tabelle 2: SOFA-Score (Singer, Deutschman et al. 2016)

0 1 2 3 4
pa0:/ Fi0: 2400 | <400 < 300 <200 <100
(mmHg)
Glasgow 15 13-14 10-12 6-9 <6
Koma Skala
Mittlerer =70 <70 | Dopamin < | Dopamin >5 | Dopamin >
arterieller 5 oder oder 15 oder
Druck (mmHg) Dobutamin | Adrenalin < | Adrenalin >
oder 0,1 oder 0,1 oder
Katecholamine Noradrenalin | Noradrenalin
(ng/kg/min) <0,1 >0,1
Bilirubin <1,2 1,2 - 2,0-59 6,0-11,9 >12,0
(mg/dl) 1,9
Thrombozyten | 2150 @ <150 <100 <50 <20
(103/p1)
Kreatinin <1,2 1,2 - 2,0-34 3,5-49 >5
(mg/dl) 1,9

Als Parameter der laborklinischen Beurteilung hat sich die Bestimmung von IL-6
etabliert (Song, Park et al. 2019). Aufgrund der hohen Komplexitat des SOFA-
Scores empfiehlt sich im normalen stationaren Setting die Nutzung des qSOFA-



Scores. Dieser ist auch ohne intensivmedizinische Ausstattung einfach und

wiederholt anwendbar:

e Atemfrequenz = 22/min
e Verandertes Bewusstsein, Glasgow-Koma-Skala < 15
e Systolischer Blutdruck < 100 mmHg
(Singer, Deutschman et al. 2016)

In einer retrospektiven Studie an 502 herzchirurgischen Patienten erfullten
28,3 % der Patienten die SIRS-Kriterien innerhalb von 24 Stunden. Bei diesen
Patienten war eine hohere Rate an Komplikationen, Mortalitat sowie
postoperativer Morbiditat zu beobachten (Squiccimarro, Labriola et al. 2019).
Auch der SOFA-Score zeigt eine deutliche Korrelation mit der Dauer des
Krankenhausaufenthaltes, der Morbiditat sowie der Mortalitat herzchirurgischer
Patienten (Patila, Kukkonen et al. 2006).

1.4.2 Thromboembolie

GroRe Operationen mit nachfolgender Immobilisierung stellen ein hohes Risiko
fur thromboembolische Komplikationen dar. Rudolf Virchow beschrieb im Jahr
1846 bereits drei Bedingungen, welche die Entstehung einer Thrombose

beglnstigen. Diese sind als Virchow-Trias bekannt:

e Veranderungen der  Gefallwand (z.B. Endothelschadigung,
Entzindungen)
e Veranderungen der Stromungsgeschwindigkeit des Bluts (z.B. Varizen,

Immobilitat, Warmeanwendung)



e Veranderungen der Viskositat des Blutes (z.B. Hyperkoagulabilitat,

Thrombophilie)

Aufgrund der postoperativen Risikoerhdhung aller Faktoren ist eine
prophylaktische Antikoagulation mindestens bis zum Wiedererlangen der
vollstandigen Mobilitat, je nach Indikation auch daruber hinaus, notwendig. Nach
herzchirurgischen Interventionen besteht im Falle einer Antikoagulation jedoch
ein erhohtes Risiko fur postoperative Blutungen und Perikardtamponaden. Nach
Empfehlung der ,European Association for Cardiothoracic Surgery“ soll bei
Abwesenheit einer absoluten Kontraindikation wie beispielsweise einer Blutung
eine zeitnahe Antikoagulation erfolgen (Sousa-Uva*, Head et al. 2018), dennoch
bleibt dieses Thema kontrovers diskutiert. Tiefe Venenthrombosen und arterielle
Lungenembolien stellen eine gefahrliche postoperative Komplikation dar. In einer
retrospektiven Studie erfolgte die Analyse von 3.193.748 Patienten. Hiervon
entwickelten 1,62 % eine tiefe Venenthrombose, 0,32 % eine arterielle
Lungenembolie. Bei 24,3 % der arteriellen Lungenembolien zeigte sich hierbei
begleitend aullerdem eine tiefe Venenthrombose. Diese Komplikationen
prasentierten sich trotz der scheinbar geringen Prozentzahl als signifikant im
Vergleich zu der gesamten Patientenzahl. Auch sind tiefe Venenthrombosen und
Lungenembolien mit weiteren kardiovaskularen, renalen und respiratorischen
Komplikationen, sowie einer erhdhten Mortalitat assoziiert (Khoury, Lyons et al.
2020). Verschiedene Studien legen jedoch nahe, dass sich das eigentliche
Auftreten von thromboembolischen Komplikationen von den diagnostizierten
Fallen unterscheidet (Ambrosetti, Salerno et al. 2004 ), (Mirhosseini, Forouzannia
et al. 2013), (Goldhaber, Hirsch et al. 1995). Das Screening von 100
asymptomatischen Patienten zeigte ein Auftreten von tiefen Venenthrombosen
bei 4 %, von Lungenembolien bei 13 % und einer Kombination beider
Thrombosen bei 8 % der Patienten (Viana, Melo et al. 2017). Da sich keiner der
Patienten  klinisch  auffallig prasentierte, waren diese Falle aller
Wahrscheinlichkeit nach nicht diagnostiziert worden. Die Dunkelziffer liegt

vermutlich also hoher als bekannt.
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1.5 Wissenschaftliche Grundlagen

Die gerinnungsfordernde Eigenschaft von Baumwollbauchtuchern ist bei vielen
chirurgischen Interventionen ausdrucklich erwinscht. Dennoch darf hierdurch
keine potenzielle Gefahr fur den Patienten entstehen. Mithilfe eines einfachen
Gerinnungstests konnen Bauchtucher mit hyperkoagulativen Eigenschaften in
vitro detektiert werden. Es zeigte sich, dass trotz einer erfolgten Antikoagulation
mit Heparin eine Bildung von Thromben nicht in allen Fallen verhindert wird
(Krajewski, Nathan et al. 2015). Wahrend dieser Test eine Grundlage bietet
hyperkoagulative Baumwollticher zu detektieren, so zeigt er zeitgleich auch,
dass durch Baumwollbauchticher eine Gerinnungsaktivierung erfolgt. Im Falle
einer autologen Transfusion ohne Cell Saver besteht demnach ein erhdhtes
Risiko fur thromboembolische Komplikationen. Weiterfuhrende in vitro
Untersuchungen zeigten aul’erdem eine verringerte ACT sowie eine reduzierte
Konzentration von freiem Heparin im Blut (Krajewski, Hierlemann et al. 2016).
Dies konnte eine Relevanz fur die notwendige intraoperative Antikoagulation mit
Heparin wahrend der HLM haben. Dass die Nutzung der HLM zu einer
inflammatorischen Aktivierung fuhrt ist bekannt und weiterhin Gegenstand
aktueller Forschung. Das proinflammatorische Potential von
Baumwollbauchtichern in der Medizin ist im Gegensatz hierzu bis dato
unzureichend erforscht. Trunk et al. beschrieben 2019 erstmals eine
inflammatorische Aktivierung durch Baumwollbauchtucher in vitro. Es zeigte sich
ein signifikanter Anstieg der sC5b-9-Konzentration nach Inkubation von
heparinisiertem Vollblut mit den zu untersuchenden Baumwolltichern. Dies lasst
auf eine Aktivierung des Komplementsystems schlieRen. Des Weiteren deutete
ein PMN-Elastase Anstieg auf die Aktivierung von neutrophilen Granulozyten mit
anschliellender Ausschuttung von Entzindungsmediatoren aus den a-Granula
hin. Auch eine signifikant erhohte Konzentration von IL-13, einem
proinflammatorischen Zytokin, welches eine wichtige Rolle in der Inflammation
spielt, dient als weiterer Hinweis fur das proinflammatorische Potential von
Baumwollbauchtuchern. Die Erh6hung dieser Parameter lasst auRerdem darauf

schlie3en, dass es nicht zu einer ausschlie3lichen Aktivierung von Leukozyten
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kommt. Vielmehr fuhrt es zu der Vermutung, dass eine Kommunikation
unterschiedlicher Zellen sowie anderer Blutbestandteile an diesem
inflammatorischen Prozess beteiligt ist. Im Rahmen der Studie erfolgte aulerdem
die Testung verschiedener Methoden zur Evaluierung des inflammatorischen
Potentials nach Sterilisation. Weder trockene Hitze von 200 °C, Sterilisation
durch Ethylenoxid, y-Strahlung noch der Autoklavierprozess hatten einen
Einfluss auf die Aktivierung von Vollblut. Die materialinduzierte Aktivierung
konnte durch gangige Sterilisationsmethoden demnach nicht beeinflusst werden
(Trunk, Mullerbader et al. 2019).

1.6. Ziel der Arbeit

Aufgrund der praktizierten maschinellen Autotransfusion ohne vorangegangene
Aufbereitung des Bluts in einem Cell Saver nimmt die Herzchirurgie mit Nutzung
der HLM eine Sonderstellung ein. Hier stellt sich die Frage, welches
proinflammatorische und koagulative Potential in den Korperkreislauf
zurlckgeleitete Blutbestandteile wie aktivierte Zellen, ausgeschuttete
Mediatoren, aber auch Zellfragmente auf die postoperative Inflammation und
Gerinnung haben. Des Weiteren schlief3t sich die Frage an, welche Relevanz
dies fur den postoperativen sowie den Langzeitverlauf hat.

Seit einiger Zeit sind neben herkdmmlichen Baumwollbauchtichern auch
synthetische Bauchtucher verfugbar. Diese bestehen beispielsweise aus
Polyester oder Viskose. Ein Groldteil der Produktionsschritte zur Herstellung der
synthetischen Fasern kann exakt kontrolliert werden. Das Material und der
Herstellungsprozess unterliegen somit weniger externen Faktoren. Nicht
beeinflussbare Qualitatsschwankungen des Endprodukts durch bereits erwahnte
aullere Einflusse entfallen demnach. Die Produktqualitdt und -eigenschaften

konnen genauer beeinflusst und bestimmt werden.
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Basierend auf den vorangegangenen Erkenntnissen stellten sich uns folgende

Fragen:

1) Besitzen = Baumwollbauchtucher ein  proinflammatorisches  und
koagulatives Potential?

2) Besitzen Synthetikbauchtucher eine hohere Hamokompatibilitat und kann
die Nutzung dieser zu einer Reduktion der Inflammation und der

Gerinnungsaktivierung fuhren?

Zur Beantwortung dieser Fragestellungen erfolgten die Planung und

Durchflhrung der hier beschriebenen klinischen Studie.
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2. Methodik

2.1 Studiendesign

In der vorliegenden prospektiven klinischen Studie erfolgte die Einteilung der
Probanden in 2zwei Versuchsgruppen. Wahrend die Operation in der
Kontrollgruppe wie gewohnt mit regularen Baumwollbauchttichern durchgefuhrt
wurde, erfolgte bei der Experimentalgruppe die Verwendung der zu testenden
Synthetikbauchtucher. Die Probensammlung erfolgte in beiden Gruppen
intraoperativ zu jeweils genau definierten Zeitpunkten und widmete sich somit
dem intraoperativen Vergleich der Entzindungs- und Gerinnungsparameter. Es
erfolgte eine Uberpriifung und Genehmigung der Studie durch die Ethik-
Kommission der Medizinischen Fakultat der Eberhard Karls Universitat Tubingen
(301 /2018B0O2; 08.08.2018).

2.2. Patientenkollektiv

Es erfolgte der Einschluss von 20 Probanden in die Studie. Hierbei handelte es
sich um herzchirurgische Patienten, welche sich im Rahmen eines elektiven
Eingriffs im stationdren Umfeld der Thorax-, Herz- und Gefalichirurgie des
Universitatsklinikums Tubingen befanden. Eingeschlossen wurden Patienten mit
geplantem Aortenklappen- oder Mitralklappenersatz, Aorta-ascendens-Ersatz,
Mitralklappen- oder Trikuspidalklappenrekonstruktion, sowie koronarem Bypass
und in variabler Kombination der genannten Operationsverfahren. Bei den
geplanten Operationen handelte es sich ausschliel3lich um Eingriffe mit partieller
oder vollstandiger Sternotomie und Einsatz einer HLM. Die Auswahl der
Probanden erfolgte am Vortag der Operation in Absprache mit dem zustandigen
Operateur. Ebenfalls am Vortag der Operation wurde die Aufklarung der

Probanden vorgenommen, sowie deren Einverstandnis zur Studienteilnahme
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eingeholt. Die Probanden wurden in zwei Gruppen mit jeweils 10 Patienten
aufgeteilt. In der Kontrollgruppe erfolgte die Operation wie oben beschrieben mit
standardmalig verwendeten Baumwollbauchtuchern (Telasorb, cotton-based,
20 x 30 cm, Paul Hartmann AG, Heidenheim, Germany). Bei den Operationen
der Experimentalgruppe kamen ausschliellich synthetische Bauchtucher zum
Einsatz (BARRIER special non-woven abdominal swabs white, synthetic,
40 x 40 cm, Molnlycke Health Care AG, Goteborg, Schweden). Die Nutzung von
Baumwolltupfern erfolgte bei beiden Gruppen. Im Rahmen einer
Implantatentnahme an den Extremitaten oder zur Unterlage des Herzens wurden
Baumwollstreifen eingesetzt. Im Falle der synthetischen Gruppe wurde das Blut
aus den dennoch verwendeten Baumwollstreifen nicht wie ublich in die Herz-
Lungen-Maschine zuruckgefuhrt, sondern verworfen. So wurde sichergestellt,

dass durch Baumwolle aktiviertes Blut hier nicht im Korperkreislauf zirkulierte.

L inney
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Abbildung 2: In der Studie verwendete Bauchtiicher.

Links: Telasorb, cotton-based, 20 x 30 cm, Paul Hartmann AG, Heidenheim, Germany
(Abbildung: Rechte bereitgestellt durch die Hartmann-Gruppe)

Rechts: BARRIER special non-woven abdominal swabs white, synthetic, 40 x 40 cm, MdInlycke
Health Care AG, Goteborg, Schweden.
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2.3. Probenvorbereitung

Wie im Studienprotokoll vermerkt, erfolgte die Probenentnahme bei allen
Probanden zu drei verschiedenen Zeitpunkten. Es wurden jeweils ein CTAD-
Vacutainer 2,7 ml (BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland), eine Citrat-
Monovette 3 ml (Sarstedt, Numbrecht, Deutschland) und eine EDTA-Monovette
2,6 ml (Sarstedt, Numbrecht, Deutschland) befullt. Insgesamt bendtigte man
somit pro Proband drei CTAD-Vacutainer, drei EDTA-Monovetten und drei Citrat-
Monovetten. Alle Probenréhrchen wurden im Voraus mit der jeweiligen
Probanden-ID und dem Zeitpunkt der Probenentnahme beschriftet. Die
Patienten-ID wurde chronologisch von der Zahl 1 aufsteigend vergeben. Getrennt
durch ,/* erfolgte dann die Zuordnung zum Entnahmezeitpunkt. Hierfir wurden
folgende Zahlen vergeben:

e 0: unmittelbar nach Angang an die Herz-Lungen-Maschine (HLM-Start)
e 1: kurz vor Abgang von der Herz-Lungen-Maschine (HLM-Ende)

e 2:in der Blutstillungsphase aus dem Bauchtuch (Bauchtuch)

Hieraus ergibt sich beispielsweise folgende Kombination: Die Proben des
sechsten Probanden zum Zeitpunkt der Abnahme aus dem Bauchtuch erhielten
die Beschriftung ,,06/2“. Nach der Beschriftung wurden die Monovetten leicht
geoffnet. Der Stempel wurde bis zum Anschlag heruntergezogen und
abgebrochen. Anschlie3end erfolgte der sorgfaltige Verschluss der Monovetten.
So konnte gewahrleistet werden, dass der Stempel sich aufgrund des
herrschenden Unterdrucks in der Monovette nicht wieder zuruckzog. Der CTAD-
Vacutainer wurde direkt nach der Entnahme aus dem Kuhlschrank auf Eis gelegt
und somit gekuhlt zur Probenentnahme transportiert. Der Transport der Citrat-

und der EDTA-Monovetten erfolgte bei Raumtemperatur.
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2.4. Probenentnahme

Die erste Probenentnahme erfolgte aus dem arteriellen Schenkel der Herz-
Lungen-Maschine wie beschrieben unmittelbar nach dem Angang an den
Bypass. Hierfur zog der Kardiotechniker 10 ml Blut in eine unbeschichtete 10 ml
Spritze auf. AnschlieRend erfolgte die unmittelbare Fullung der Probenrohrchen.
Hierfur wurde der Deckel des Vacutainers beziehungsweise der Monovetten
geoffnet, gefolgt von der Beflllung der Probenrbhrchen bis zum jeweiligen
vorgegebenen Maximum. Die Proben des ersten Entnahmezeitpunkts wurden
unmittelbar nach Gewinnung der Blutproben zur Erstverarbeitung in das Labor
gebracht, um die erlaubte Lagerungsdauer von 60 Minuten nicht zu
uberschreiten. Die Entnahme der zweiten Probe erfolgte kurz vor Abgang von
der HLM, nach dem Vorbild des ersten Entnahmezeitpunkts. Die dritte Probe
wurde wahrend der Blutstillungsphase nach Gabe des Protamins gewonnen. Die
Probengewinnung erfolgte hierfur direkt aus dem Bauchtuch, welches zum
Zwecke der Blutstillung in das Operationsgebiet eingebracht wurde. Hierfur
wrang der Operateur oder eine sterile Assistenz das Bauchtuch aus dem
Operationsgebiet Uber einer Schale aus. Das Blut wurde dann aus dieser Schale
in eine unbeschichtete 10 ml Spritze aufgezogen. Die Probe wurde unmittelbar
in jeweils einen CTAD-Vacutainer, eine EDTA-Monovette und eine Citrat-
Monovette umgefullt. Hierbei musste darauf geachtet werden, dass moglichst
wenig Thromben in die Probenrohrchen gelangten. Zeitweise war das Blut zum
Zeitpunkt der Enthahme aus dem Bauchtuch bereits stark koaguliert. War es
nicht moglich die erforderlichen drei Probenréhrchen ohne grofiere Thromben zu
beflllen, so empfahl es sich noch Blut aus einem weiteren Bauchtuch zu
entnehmen. Die Proben der Entnahmezeitpunkte 1 und 2 wurden anschlielRend
gemeinsam in das Labor zur Verarbeitung gebracht. Auch hier erfolgte die
Erstverarbeitung des Probenmaterials maximal 60 Minuten nach dem Beflllen
der Proberohrchen.
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2.5. Erstverarbeitung

Fur die anschliefende Verarbeitung der Proben wurden 1,5 ml Eppendorf Safe-
Lock Reaktionsgefalde mit der jeweiligen ID des Probenrohrchens beschriftet.
Zusatzlich erfolgte die Beschriffung mit der Menge des abzufullenden
Probenmaterials. Fur CTAD erfolgte pro Probe die Beschriftung von drei
Eppendorf ReaktionsgefalRen mit der Probanden-ID und der Mengenangabe von
70 ym. Im Falle von EDTA erfolgte die Beschriftung von vier Reaktionsgefalien
mit 100 yl und einem Reaktionsgefald mit 300 yl pro Probe und fur Citrat
bendtigte man funf ReaktionsgefalRe mit 100 pl und zwei Aliquote mit jeweils
300 pl.

Die CTAD-Monovetten wurden bei 2500 x g fur 20 Minuten bei 4 °C zentrifugiert
(Zentrifuge: Rotanta 460 R, Hettich). AuRerdem wurde eine Neutralmonovette
4,5 ml (Sarstedt, Numbrecht, Deutschland) pro CTAD-Vacutainer vorbereitet.
Dies erfolgte nach dem Vorbild der anderen Monovetten. Nach dem
Zentrifugieren wurde die vorbereitete Serum-Monovette mit 700 pl aus der Mitte
des CTAD-Uberstandes befiillt. Es erfolgte die abermalige Zentrifugation bei
2500 x g fur 20 Minuten bei 4 °C. Aus der Mitte des Zentrifugats wurden nun
wiederum jeweils 70 pl in drei vorbereitete Eppendorf Reaktionsgefalde pipettiert.
Abschliellend wurden die Proben in flussigem Stickstoff konserviert. Die
Lagerung erfolgte bis zur Weiterverarbeitung bei -20 °C. Vor der Zentrifugation
der EDTA-Monovetten wurde die Bestimmung des Blutbilds mittels ABX-
Zellzahlgerat (ABX Micros 60, Horiba Medical, Kyoto, Japan) vorgenommen. Es
schloss sich die initiale Verarbeitung in der Zentrifuge bei 2500 x g fur 20 Minuten
bei 4 °C an. Aus dem so entstandenen EDTA-Uberstand wurden 4 x 100 pl und
1 x 300 pl in die vorbereiteten Eppendorf Reaktionsgefalle abgefullt. Die Proben
wurden ebenfalls in flissigem Stickstoff konserviert und bei -80 °C bis zu lhrer
Weiterverarbeitung gelagert.

Der Inhalt der Citrat-Monovetten wurde bei 1800 x g fur 18 Minuten bei 22 °C
zentrifugiert. Aus dem hieraus entstandenen Uberstand erfolgte das
Abpipettieren von 5x 100 pl und 2 x 300 yl in die vorbereiteten Eppendorf
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Reaktionsgefale. Auch hier erfolgte die anschlielende Konservierung in

flussigem Stickstoff mit nachfolgender Lagerung bei -20 °C.

Tabelle 3: Erstverarbeitung der Probandenproben

Probenmaterial Zentrifugation Aliquote Lagerung
CTAD 1. 2500 x g, 20 3 x70ul - 20°C
Minuten, 4°C
2. 2500 x g, 20
Minuten, 4°C
EDTA 2500 x g, 20 4 x100 pl - 80°C
Minuten, 4°C
1 x300 ul
Citrat 1800 x g, 18 5 x100 pl - 20°C
Minuten, 22°C
2 x300ul

2.6. Immunoassays

Die quantitative Bestimmung der Parameter PMN-Elastase, B-TG, TAT-Komplex

und SC5b-9 erfolgte mittels ELISA-Immunoassay aus den tiefgefrorenen Proben.

2.6.1. SC5b-9

Die Bestimmung des terminalen Komplementkomplexes SC5b-9 erfolgte aus
EDTA-Plasma mittels Immunoassay (MicroVue™ Complement, Quidel,
Osteomedical GmbH, Sissach, Switzerland) wie in den Herstellerangaben
beschrieben.
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Die Verarbeitung aller Reagenzien erfolgte bei einer Temperatur zwischen 15 °C
und 30 °C. Die tiefgefrorenen Probandenproben wurden bei 37 °C aufgetaut. Die
Proben wurden mit Probenpuffer 1:10 verdunnt. Teilweise war bei stark
aktivierten Proben eine hohere Verdlinnung erforderlich. Des Weiteren wurden
50 ml Waschlosungskonzentrat durch Zugabe von 950 ml Ampuwa verdunnt. Zur
Vorbereitung der Testplatte erfolgte die Zugabe von jeweils 300 pl Waschlosung
in die Vertiefungen. Nach einer Inkubationszeit von zwei Minuten bei 15 — 30 °C
wurden die Vertiefungen mittels Wasserstrahlpumpe ausgewaschen. Danach
folgte die Zugabe von jeweils 100 ul Probenpuffer, Standardlosungen A — E,
Kontrollen H (hohe Kontrolle) und L (niedrige Kontrolle) sowie von verdunnten
Probandenproben in Doppelbestimmung. Im Anschluss an eine 60-minutige
Inkubationsperiode bei 15-30°C wurden alle Flussigkeiten mittels
Wasserstrahlpumpe aus den Vertiefungen abgesaugt. Nach der Zugabe von
jeweils 300 ul Waschpuffer und einer Inkubation von einer Minute wurde die
Flussigkeit ausgekippt. Dieser Waschvorgang wurde weitere viermal wiederholt.
Nachdem die Platte auf einem Zellstofftuch ausgeklopft wurde, folgte die Zugabe
von jeweils 50 pul SC5b-9-Konjugat. Die anschlieende Inkubation fur eine Dauer
von 30 Minuten fand bei 15 — 30 °C statt. Nach einer erneuten Waschung erfolgte
die Zugabe von jeweils 100 ul TMB-Substratlosung. An eine Inkubationsperiode
von 15 Minuten im Dunkeln schloss sich die Zugabe von jeweils 100 pl
Stopplésung zur Unterbrechung der enzymatischen Reaktion an. Diese Zugabe
erfolgte in derselben Reihenfolge und Geschwindigkeit wie die vorherige Zugabe
der TMB-Substratlosung. Die anschlieBRende Messung der Extinktion wurde
innerhalb von 30 Minuten bei einer Wellenlange von 450 nm gegen den Leerwert
durchgefuhrt.
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2.6.2. B-TG

Die quantitative Bestimmung des B-TGs erfolgte mittels Immunoassay
(Asserachrom® [B-TG, Diagnostica Stago, Parsippany, USA) nach
Herstellerangaben aus CTAD-Plasma.

Auch hier wurden die Proben in einem Wasserbad bei 37 °C aufgetaut, gefolgt
von der anschlieBenden Verdinnung mit Phosphatpuffer um den Faktor 1:21.
Hierfur wurden 50 ul Plasma mit 1 ml Phosphatpuffer vermischt. Die restlichen
Reagenzien wurden auf eine Temperatur zwischen 18 °C und 25 °C erwarmt. Zur
Vorbereitung des Waschpuffers wurden 50 ml mit 950 ml Ampuwa verdunnt. Die
lyophilisierten, mit Peroxidase gekoppelten B-TG-Antikorper wurden pro
Flaschchen mit 8 ml Phosphatpuffer gemischt, gefolgt von einer anschlie3enden
Ruhephase von 30 Minuten bei 18 — 25 °C. Unmittelbar vor dem Gebrauch
wurde das Gemisch gevortext. Der B-TG-Standard diente zum Erstellen einer
Standardkurve mit 1:2-Verdunnung. Eine Verdiunnung der Standardlésung mit
Phosphatpuffer im Verhaltnis 1:21 stellte den hochsten Wert der Standardkurve
dar. Ausgehend hiervon wurden weitere Verdinnungen mittels Phosphatpuffer
im Verhaltnis 1:2 angefertigt, sodass sich daraus eine Standardkurve, ebenfalls
im Verhaltnis 1:2 ergab. Originalstandard sowie -kontrolle wurden aul3erdem
jeweils mit 0,5 ml Ampuwa versetzt und nach einer Wartezeit von 30 Minuten mit
einem Vortex-Schuttler vermischt. Aulerdem wurde jeweils eine 1:21 sowie eine
1:42-Verdunnung der Kontrollldsung mit Phosphatpuffer angesetzt. Zu Beginn
der quantitativen Bestimmung wurden anschlieRend jeweils 200 ul verdunnte
Kontrollen, Phosphatpuffer (Blank), verdinnte Probandenproben sowie
Standards in die Vertiefungen pipettiert. Die Bestimmung erfolgte bei allen
Proben als Doppelbestimmung. Nach dem Abkleben der Testplatte mittels
selbstklebender Folie folgte die Inkubation fur 60 Minuten bei Raumtemperatur
(18 =25 °C). Daran schloss sich das Absaugen der Flussigkeit mittels
Wasserstrahlpumpe sowie eine funfmalige Waschung mit jeweils 300 pl
Waschpuffer pro Vertiefung an. Nach der letzten Waschung wurde die Testplatte

auf einem Zellstofftuch ausgeklopft. Unmittelbar darauf folgte das Pipettieren von
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200 pl B-TG-Antikorper-Peroxidase-Konjugat in jede Vertiefung, gefolgt vom
erneuten Abkleben der Platte und einer 60-minutigen Inkubationsperiode bei
Raumtemperatur. Ein zweiter Waschvorgang wurde nach Ablauf der
Inkubationszeit nach bekanntem Vorbild durchgefuhrt. Nach der Zugabe von je
200 pul TMB-L6sung schloss sich eine dritte Inkubation bei Raumtemperatur im
Dunkeln mit einer Dauer von funf Minuten an. Nach exakt funf Minuten wurden
anschlielend je 50 ul Schwefelsaure (1M) zu dem Gemisch pipettiert, um die
Reaktion zu stoppen. Zwischen 15 bis 60 Minuten nach Zugabe der Stoppldsung
erfolgte die Bestimmung der Extinktion der Proben in einem Photometer bei
450 nm. Die Werte wurden hierbei gegen den Leerwert (Blank) abgelesen.

2.6.3. TAT-Komplex

Die Bestimmung des TAT-Komplexes wurde mittels Enzymimmunoassay
(Enzygnost® TAT Micro, Siemens Healthcare, Erlangen, Germany) nach
Herstellerangaben aus Citrat-Plasma durchgefuhrt.

Vorbereitend wurden 15 ml Waschlosung mit 285 ml destilliertem Wasser
verdunnt. 200 pl Anti-Human-AT-1I/POD-Konjugat wurden mit 11 ml Konjugat-
Puffer gemischt. Ebenfalls wurden die Standard-Plasmen S1 bis S4 in jeweils
1 ml destillietem Wasser gelost. Diese dienten anschlieBend als
Verdunnungsreihe mit folgenden Konzentrationen: S1 (2 pg/L TAT), S2 (6 pg/L
TAT), S3 (20 pg/L TAT) und S4 (60 pg/L). Als Kontrolle diente das TAT-Kontroll-
Plasma mit der auf dem Etikett angegebenen Konzentration.

Die Bestimmung von Standards, Kontrolle sowie Patientenproben erfolgte auch
hier regular als Doppelbestimmung auf einer Platte. Vor Beginn wurde
sichergestellt, dass alle verwendeten Reagenzien eine Temperatur zwischen
15 °C und 25 °C aufwiesen.

In die verwendeten Vertiefungen wurden nun jeweils 50 pl TAT-Probenpuffer
pipettiert. Zusatzlich erfolgte die Zugabe von jeweils 50 yl Standard, Kontrolle
oder Patientenplasmen. Die Patientenplasmen mussten je nach Aktivierung
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verdunnt werden. Durch ein kurzes Schutteln der Platte wurde die Vermischung
der beiden Reagenzien gewahrleistet. Auf das Abdecken der Platte mit
selbstklebender Folie folgte eine 15-minutige Inkubationsperiode bei 37 °C.
AnschlieRend wurden die Vertiefungen mittels Absaugens von dem Uberstand
befreit. Auf das Waschen mit 0,3 ml der vorbereiteten Waschlosung folgte ein
erneutes Absaugen. Dieser Waschvorgang wurde zweimalig wiederholt, mit
anschlielfendem Ausklopfen der Platte auf einem Zellstofftuch. Nach der Zugabe
von jeweils 100 ul Konjugat-Puffer in jede Vertiefung folgte das Abkleben der
Platte mit Folie sowie eine erneute Inkubationsperiode von 15 Minuten bei 37 °C.
Wahrend dieser Zeit wurde eine Chromogen-Ldsung fur den spateren Gebrauch
durch Vermischen von 10 ml Puffer/Substratiosung und o-Phenylendiamin-
dihydrochlorid hergestellt. Anschlieliend wurde die Platte abgesaugt und dreimal
gewaschen. Danach wurden jeweils 100 pl der Chromogen-Puffer/Substrat-
Losung in jede Vertiefung pipettiert. Eine letzte Inkubationsperiode erfolgte
anschliellend nach erneutem Abkleben der Platte mit Folie fur 30 Minuten bei
15 °C bis 25 °C in einer lichtgeschutzten Umgebung. Durch die Zugabe der
schwefelsaurehaltigen Stopp-Losung wurde die Reaktion unterbrochen. Die
Quantifizierung wurde abschlielend innerhalb einer Stunde bei einer
Wellenlange von 492 nm durchgefuhrt.

2.6.4. PMN-Elastase

Mithilfe eines Festphasen-Immunoassays erfolgte die Bestimmung des PMN-
Elastase-a1-Proteinase-Inhibitor-Komplexes (PMN-Elastase ELISA, Demeditec,
Kiel, Germany) nach Herstellerangaben aus Citrat-Plasma.

Zu Beginn wurden 30 Minuten vor der Durchfihrung des ELISAs 2yl
lyophilisierter PMN-Elastase-Standard mit 2mi Standard-
/Probenverdunnungspuffer vermischt. Hieraus erfolgte das Ansetzen einer
1:2 Verdunnungsreihe. Jeweils 0,5 ml des Standard-/Probenverdinnungspuffers
wurden in sechs vorab beschriftete Rohrchen pipettiert. Die Beschriftungen
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lauteten wie folgt: G (500 ng/ml), F (250 ng/ml), E (125 ng/ml), D (62,5 ng/ml), C
(31,3 ng/ml) und B (15,6 ng/ml). In das Rohrchen G folgte anschlieRend die
Zugabe von 0,5ml des reaktivierten PMN-Elastase-Standards sowie die
Durchmischung der beiden Reagenzien. Im folgenden Schritt wurden 0,5 ml aus
dem Roéhrchen G in das Rohrchen F pipettiert und ebenfalls durchmischt. Diese
Schritte wurden bis zur Vollendung der Verdunnungsreihe wiederholt. Als
Nullstandard diente der Standard-/Probenverdunnungspuffer in einem mit A
beschrifteten Réhrchen (0 ng/ml). Als hochster Standard wurde der reine PMN-
Elastase Standard, mit H beschriftet, verwendet (1000 ng/ml).

Die PMN-Elastase-Kontrollen wurden ebenfalls 30 Minuten vor Testbeginn in
1 ml Standard-/Probenverdinnungspuffer aufgelost. Auerdem wurden 50 ml
Waschlosung mit 450 ml destilliertem Wasser aufgefullt. Des Weiteren erfolgt die
Verdunnung der zu testenden Aliquote auf 1:100 mittels Standard-
/Probenverdunnungspuffer. Zu 10 ul Patientenprobe wurden 990 pl des Puffers
hinzu pipettiert. AnschlieRend folgte das Pipettieren von jeweils 100 pl der
Standards, der Kontrollen und der vorverdunnten Patientenldsungen in die vorab
vorbereiteten Vertiefungen der Messplatte. Zu jeder Probe erfolgte eine
Doppelbestimmung auf derselben Platte. Nach 60-minutiger Inkubationszeit bei
Raumtemperatur (18 - 28 °C) auf einem Mikrotiterplatten-Schuttler (PST-60 HL,
BioSan) bei 350-400 rpm erfolgte das vorsichtige AbgieRen des Uberstands von
der Platte. Die anschlieRende Waschung mittels Waschpuffer wurde viermal mit
jeweils 300 yl vorgenommen. Anknupfend erfolgte die Zugabe von 150 pl
Enzymkonjugat in jede Vertiefung. Dieses besteht aus mit Meerrettichperoxidase
markierten Anti-a1-Proteinase-Inhibitor-Antikdrpern. Nach einer erneuten 60-
minutigen Inkubationsperiode bei Raumtemperatur auf einem Schuttler wurde
der Uberstand abgegossen. Die anschlieRende viermalige Waschung mit jeweils
300 yl Waschpuffer wurde nach bekanntem Vorbild vorgenommen. Im
Folgenden wurden in jede Vertiefung 200 yl TMB-Substratlosung pipettiert. Nach
Ablauf der anschlieRenden 20-minutigen Inkubationszeit bei Raumtemperatur im
Dunkeln wurde die Reaktion durch Zugabe von 50 yl der salzsaurehaltigen

Stopp-Losung, und deren Durchmischung mit der TMB-LOsung, unterbrochen.
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Die abschlieRende Messung der optischen Dichte bei 450 nm erfolgte maximal

15 Minuten nach Zugabe der Stopp-Ldsung.

2.7. Bioplex

Die quantitative Bestimmung der Zytokine und Chemokine IL-1(3, IL-6, SDF-1q,
MCP-1 und TNF-a erfolgte extern durch das deutsche Zentrum far
Diabetesforschung (DZD e.V.) und metabolische Erkrankungen des Helmholtz-
Zentrums Munchen an der Eberhard-Karls-Universitat Tubingen, sowie durch die
Abteilung fur Innere Medizin IV fur Endokrinologie, Diabetologie und Nephrologie
des Universitatsklinikums Tubingen mittels Multiplex Immunoassay (Human High
Sensitivity Cytokine Luminex Performance Assay; R&D Systems, Germany) aus
EDTA-Plasma.

2.8. Erfassung erweiterter Patientendaten

Zusatzlich zu den im Verlauf der Studie erhobenen Daten wurden erweiterte
Patienteninformationen aus der digitalen Patientenakte gewonnen. Hierbei
handelte es sich um demografische Daten der Probanden, wie Alter und
Geschlecht, sowie personenbezogene Daten uUber Gewicht, Groflie, BMI,
Korperoberflache und Komorbiditaten. In Bezug auf operationsspezifische Daten
wurden  Operationsdauer, Bypasszeit, Aortenklemmzeit, Dauer der
postoperativen Intensivbehandlung sowie Gesamtdauer der Hospitalisierung
erfasst. Zur Erganzung der wahrend der Studie erhobenen Blutbilder erfolgte die
Auswertung der Laborparameter der Probanden. Hierbei wurden Leukozyten,
Erythrozyten, Thrombozyten, Hb sowie Hct zum Zeitpunkt der Aufnahme, am

ersten postoperativen Tag und zur Entlassung erhoben.
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2.9. Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte mittels IBM SPSS Statistics 26. Um einen
Uberblick Gber den Datensatz zu erlangen, begann die Auswertung mit der
Sichtung der deskriptiven Statistik. Speziell betrachtet wurden Mittelwert und
Standardabweichung. Alle Daten wurden mithilfe des Shapiro-Wilk-Tests auf
Normalverteilung und mithilfe des Levene-Tests auf Varianzhomogenitat
getestet. Der anschlieBende Vergleich der Entnahmezeitpunkte eines
Testparameters untereinander und getrennt nach Gruppen Baumwolle/Synthetik
erfolgte bei den Zellzahlen (Leukozyten, Erythrozyten und Thrombozyten) bei
normalverteilten Daten mittels Oneway-ANOVA mit Bonferroni post-hoc Testung.
Im Falle nicht normalverteilter Daten wurde ein Friedmann-Test mit
anschlie3ender Post-hoc-Testung durchgefuhrt. Bei bestehender
Normalverteilung jedoch fehlender Varianzhomogenitat wurde eine Welch-
ANOVA mit anschliefender Games-Howell post-hoc Testung durchgefuhrt. Im
Falle der restlichen Parameter erfolgte der Vergleich der Zeitpunkte innerhalb
einer Gruppe mittels t-Test fur abhangige Variablen. Bei nicht parametrischen
Werten erfolgte die Durchfuhrung des Wilcoxon-Tests.

Der Vergleich der Rohdaten der einzelnen Entnahmezeitpunkte zwischen den
Gruppen Synthetik und Baumwolle wurde mittels t-Test flUr unabhangige
Variablen bei normalverteilten Daten durchgefuhrt. Im Falle einer Verletzung der
Normalverteilung wurde der Vergleich mittels Mann-Whitney-U-Test
durchgefuhrt, bei Verletzung der Varianzhomogenitat aber gegebener
Normalverteilung, mittels Welch-Test. Die Erstellung der Abbildungen erfolgte
mittels Prism Graph Pad 6.
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3. Ergebnisse

3.1. Patientenkollektiv

Das Patientenkollektiv beider Versuchsgruppen wies keine signifikanten
Unterschiede in Alter, Geschlecht, GroRe und BMI auf. Auch in der
Operationsdauer, Bypasszeit, Dauer der Intensivbehandlung,
Hospitalisierungsdauer sowie Komorbiditaten lieRen sich keine signifikanten
Unterschiede zwischen den beiden Gruppen feststellen (siehe Tab. 4 + 5). Es
trat ein Todesfall in der Experimentalgruppe am funften postoperativen Tag auf.
Es waren keine signifikanten Unterschiede in den demografischen,

patientenbezogenen und operativen Daten der Probanden zu erkennen.

Tabelle 4: Merkmale aller Probanden als Mittelwert + SD.

n= 20 (1 Tod, Tag 5 postoperativ)
Geschlecht (mannl. /weibl.) 13/7
Alter (Jahre) 67,80 + 7,52
Grole (cm) 169,75 £ 9,67
Gewicht (kg) 78,80 £ 18,16
Korperoberflache (m?) 1,89+ 0,25
BMI (kg/m?) 27,31 £ 5,21
OP-Dauer (Minuten) 237,35 + 50,80
Bypasszeit (Minuten) 118,65 + 45,71
Aortenklemmzeit (Minuten) 88,85 + 37,26
Intensivbehandlung postoperativ 1,70 £ 1,78
(Tage)
Gesamtdauer Hospitalisierung (Tage) 12,20 £ 5,02
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Tabelle 5: Merkmale aller Probanden getrennt nach Gruppe; Mittelwert + SD.

Kein signifikanter Unterschied beziiglich Geschlechtes, Alter, Gréf3e, Gewicht, Kérperoberflache,

BMI, OP-Dauer, Bypasszeit,

Aortenklemmzeit,

Intensivbehandlung postoperativ

und

Gesamtdauer Hospitalisierung. Ermittlung der Signifikanzen mittels t-test bei unabhangigen
Stichproben; Mann-Whitney-U-Test; Chi-Quadrat-Test.

Merkmale Kontrollgruppe Experimentalgruppe
(Baumwolle) (Synthetik)
n= 10 10 (1 Tod Tag 5
postoperativ)
Geschlecht (mannl. 713 6/4
Iweibl.)
Alter (Jahre) 66,70 £ 7,39 68,90 £+ 7,87
Grole (cm) 170,20 + 10,63 169,30 £ 9,15
Gewicht (kg) 82,56 + 14,96 75,50 + 21,17
Korperoberflache (gm) 1,93 £ 0,21 1,85+ 0,29
BMI (kg/m?) 28,69 + 4,94 25,93 £ 5,35
Operationsdauer 245,70 £ 49,57 229,00 £ 53,26
(Minuten)
Bypasszeit (Minuten) 133,70 £ 48,22 103,60 + 39,78
Aortenklemmzeit 101,40 + 38,05 76,30 + 33,66
(Minuten)
Intensivbehandlung 2,00 £ 2,21 1,40 £ 1,27
postoperativ (Tage)
Gesamtdauer 13,40 £ 6,00 11,00 £ 3,74
Hospitalisierung (Tage)
Komorbiditaten
Adipositas BMI (kg/m?) 2 50 % 50 %
25 -<30
BMI (kg/m?) 230-<35 20 % 20 %
BMI (kg/m?) 235-<40 10 %

BMI (kg/m2) 240
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Diabetes mellitus 20 % 50 %
Arterielle Hypertonie 60 % 70 %

3.2. Zellzahlen

Die Leukozytenwerte der Kontrollgruppe liel3en einen signifikanten Anstieg der
Zellzahl der Zeitpunkte HLM-Ende und Postoperativ verglichen mit dem
Aufnahmezeitpunkt erkennen (Abb. 3a). Im Gegensatz hierzu zeigte sich in der
Experimentalgruppe ein signifikanter Anstieg zwischen HLM-Start und
postoperativer Entnahme. Wahrend die Leukozytenzahlen in der Kontrollgruppe
zum Ende der HLM deutlich Uber dem physiologischen Bereich lagen, zeigten sie
sich in der Experimentalgruppe innerhalb des Referenzbereichs. Beim direkten
Vergleich der Leukozytenwerte zwischen beiden Gruppen lie sich sowohl bei
HLM-Start (p < 0,05) als auch bei HLM-Ende (p < 0,01) eine signifikant hohere
Leukozytenzahl der Kontrollgruppe beobachten. Bei der Betrachtung der
Leukozytenzahlen der aus den Bauchtlichern entnommenen Proben war kein
Unterschied beider Gruppen erkennbar.

Die Betrachtung der Erythrozyten zeigt auf den ersten Blick in beiden Gruppen
ab dem Start der HLM einen Abfall der roten Blutkdrperchen unter den
Referenzbereich, welcher sich bis zum Zeitpunkt der Entlassung nicht erholt
(Abb. 3b). Signifikanzen erreicht dieser Abfall in der Experimentalgruppe zu
jedem Zeitpunkt verglichen mit der Aufnahme. In der Kontrollgruppe wird lediglich
zwischen Aufnahme und postoperativer Entnahme kein signifikanter Unterscheid
der Erythrozytenkonzentrationen erreicht. Der Vergleich zwischen beiden
Gruppen zeigte weder aus den Bauchtiichern noch zu anderen Zeitpunkten einen
signifikanten Unterschied.

Die Thrombozytenzahlen der Kontrollgruppe fielen im Vergleich zum Wert bei der
Aufnahme an den Zeitpunkten HLM-Ende und Postoperativ signifikant ab
(Abb. 3c). Zum Zeitpunkt der Entlassung waren die Thrombozytenzahlen

gegenuber der postoperativen Entnahme wieder signifikant angestiegen und
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lagen im Referenzbereich. Dahingegen konnte in der Experimentalgruppe keine

signifikante Dynamik der Thrombozytenwerte beobachtet werden. Der direkte

Vergleich beider Gruppen lie® weder zwischen den Entnahmen aus den

Bauchtuchern noch zwischen den anderen Zeitpunkten einen signifikanten

Unterscheid erkennen.
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Abbildung 3: Ein Anstieg der Zellzahlen der Leukozyten (3a) Iasst auf eine Aktivierung durch die

Baumwollbauchtlicher schliel3en.

Darstellung der Zellzahlen der Kontrollgruppe (Baumwolle) und der Experimentalgruppe
(Synthetik) als Mittelwerte + SEM fir die Entnahmezeitpunkte Aufnahme, HLM-Start, HLM-Ende,
Bauchtuch, Postoperativ und Entlassung. a) Leukozyten, b) Erythrozyten, ¢) Thrombozyten.
Physiologische Bereiche der Zellzahlen sind als graue Bereiche hinterlegt. Ermittlung der
Signifikanzen innerhalb einer Gruppe mittels Oneway ANOVA mit Bonferroni Post-hoc-Testung;
11 p < 0,01, T1t1 p < 0,0001; Welch-ANOVA mit Games-Howell Post-hoc-Testung; & p < 0,05;
und Friedmann-Test ¢ p < 0,05. Signifikanzen zwischen beiden Gruppen berechnet mittels t-Test
fir unabhangige Variablen; §§ p < 0,01; und Mann-Whitney-U-Test; # p <0,05.
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3.3. Aktivierung der neutrophilen Granulozyten

Zur Evaluierung der Aktivierung der neutrophilen Granulozyten erfolgte die
Bestimmung der PMN-Elastase. Sowohl in der Kontroll-, als auch in der
Experimentalgruppe, zeigte sich ein jeweils signifikanter Anstieg der PMN-
Elastasekonzentrationen zwischen HLM-Start und HLM-Ende (Abb. 4). Zu den
Zeitpunkten wahrend der Nutzung der HLM lief sich kein Unterschied zwischen
beiden Gruppen beobachten. Im Gegensatz hierzu war die Aktivierung der
neutrophilen Granulozyten gemessen direkt aus den Bauchtuchproben in der
Kontrollgruppe mit einer Signifikanz von p < 0,01 hoher als in der
Experimentalgruppe.
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Abbildung 4: Signifikant erhdhte PMN-Elastase-Konzentrationen der Kontroligruppe lassen auf

eine verstarkte Aktivierung der neutrophilen Granulozyten schlie3en.

Dargestellt als Mittelwert + SEM fir die Entnahmezeitpunkte HLM-Start, HLM-Ende und
Bauchtuch. Ermittlung der Signifikanzen innerhalb einer Gruppe mittels Wilcoxon-Test;
** p <0,01. Zwischen beiden Gruppen mittels Mann-Whitney-U-Test; ## p < 0,01.
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3.4. Proinflammatorische Marker

Als  Marker einer proinflammatorischen  Aktivierung  durch  die
Bauchtuchmaterialien erfolgte die Bestimmung der proinflammatorischen
Interleukine IL-1p, IL-6 sowie des Zytokins TNF-a.

Innerhalb der Versuchsgruppen Baumwolle und Synthetik lieRen sich keine
signifikanten Unterschiede der IL-1B-Konzentration zwischen den Zeitpunkten
HLM-Start und HLM-Ende beobachten (Abb.5a). Im Gegensatz hierzu
prasentierte sich im Gruppenvergleich jedoch eine signifikant erhohte IL-13-
Konzentration (p < 0,05) der Kontrollgruppe zum Zeitpunkt der Probenentnahme
HLM-Ende.

Eine signifikante Dynamik zwischen den Zeitpunkten HLM-Start und HLM-Ende,
welche bei IL-1B nicht zu beobachten war, zeigte sich hingegen bei der
Bestimmung der IL-6-Konzentration (Abb. 5b). In beiden Gruppen war ein
Anstieg zwischen Start und Ende der HLM zu verzeichnen. Dieser Anstieg
prasentierte sich in der Kontrollgruppe (p < 0,01) starker als in der
Experimentalgruppe (p < 0,05). Wie schon bei der IL-13-Konzentration, wies die
Kontrollgruppe zum Zeitpunkt HLM-Ende eine signifikant hohere IL-6-
Konzentrationen auf als die Experimentalgruppe. Daruber hinaus war auch der
gemessene |L-6-Wert aus dem Baumwollbauchtuch signifikant hoher (p <0,05)
als aus dem Synthetikbauchtuch.

Ein Anstieg der Zytokinkonzentrationen wahrend der Nutzung der HLM war auch
bei TNF-a in beiden Gruppen signifikant zu erkennen (Abb. 5c). Es zeigte sich
jedoch kein signifikanter Unterscheid zwischen beiden Versuchsgruppen, auch

nicht zum Zeitpunkt der Entnahme aus dem Bauchtuch.
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Abbildung 5: Die proinflammatorischen Marker IL-1p und IL-6 zeigten signifikant erhéhte
Konzentrationen der Kontrollgruppe.

Dargestellt als Mittelwert + SEM fir die Entnahmezeitpunkte HLM-Start, HLM-Ende und
Bauchtuch. a) IL-13, b) IL-6, ¢) TNF-o.. Ermittlung der Signifikanzen innerhalb einer Gruppe

mittels t-test flr paarige Variablen; $ p < 0,05, $$ p < 0,01; und Wilcoxon-Test; ** p < 0,01.
Zwischen beiden Gruppen mittels Mann-Whitney-U-Test; # p < 0,05; und Welch-Test; £ p < 0,05.
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3.5. Aktivierung des Komplementsystems

Die Bestimmung des terminalen Komplement Komplexes SC5b-9 diente zur
Quantifizierung der Aktivierung des Komplementsystems.

Ahnlich zur Dynamik der proinflammatorischen Marker sowie der Aktivierung der
neutrophilen Granulozyten lie® sich auch bei der Aktivierung des
Komplementsystems ein signifikanter Anstieg des terminalen
Komplementkomplexes wahrend der Nutzung der HLM beobachten (Abb. 6).
Dies gilt fur beide Versuchsgruppen. Wahrend der Entnahmen aus dem
Bauchtuch sowie zwischen den jeweiligen Zeitpunkten der HLM war kein
Unterschied zwischen den Versuchsgruppen zu erkennen.
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Abbildung 6: Aktivierung des Komplementsystems durch die Nutzung der HLM.

Dargestellt als Mittelwert + SEM fir die Entnahmezeitpunkte HLM-Start, HLM-Ende und
Bauchtuch. Ermittlung der Signifikanzen innerhalb einer Gruppe mittels Wilcoxon-Test;
**p <0,01.
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3.6. Thrombozytenaktivierung

Im Rahmen der Thrombozytenaktivierung wird B-Thromboglobulin freigesetzt,
welches zur Quantifizierung ebendieser herangezogen werden kann.

In beiden Versuchsgruppen konnte im Zeitraum der HLM-Nutzung ein
signifikanter Anstieg der B-TG-Konzentrationen beobachtet werden (Abb. 7).
Diese Signifikanz prasentierte sich in der Kontrollgruppe mit p < 0,01 starker als
in der Experimentalgruppe (p < 0,05). Des Weiteren war eine signifikante
Erhohung der B-TG-Konzentration der Kontrollgruppe von p < 0,05 gegenuber
der Experimentalgruppe wahrend der Probenentnahme aus den Bauchtlchern

zu beobachtet.
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Abbildung 7: Signifikant erhdhte B-TG-Konzentrationen der Kontrollgruppe als Marker der

Thrombozytenaktivierung.

Dargestellt als Mittelwert + SEM fir die Entnahmezeitpunkte HLM-Start, HLM-Ende und
Bauchtuch. Ermittlung der Signifikanzen innerhalb einer Gruppe mittels Wilcoxon-Test;
*p<0,05 **p<0,01. Zwischen beiden Gruppen mittels t-Test fir unabhangige Variablen;
§ p<0,05.
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3.7. Gerinnungsaktivierung

Im Rahmen der Evaluation der Gerinnungsaktivierung kam aul’erdem die
Bestimmung des Thrombin-Antithrombin-Komplexes zum Einsatz.

Analog zu dem beobachteten Anstieg von 3-TG wahrend der Nutzung der HLM
lie® sich diese signifikante Erhohung im zeitlichen Verlauf auch anhand des TAT-
Komplexes darstellen (Abb. 8). Allerdings wies hier die Experimentalgruppe eine
starkere Signifikanz (p<0.001) als die Kontrollgruppe (p<0.01) auf. Der direkte
Vergleich beider Gruppen zeigte mit einer Signifikanz von p < 0,05 eine hohere
TAT-Konzentration der Kontrollgruppe zur Probenentnahme aus dem Bauchtuch.
Dahingegen zeigten sich zu den jeweiligen Zeitpunkten HLM-Start und HLM-
Ende keine Unterschiede zwischen Kontroll- und Experimentalgruppe.
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Abbildung 8: Signifikant erhdhte TAT-Konzentrationen der Kontrollgruppe als Marker der

Gerinnungsaktivierung.

Dargestellt als Mittelwert + SEM fir die Entnahmezeitpunkte HLM-Start, HLM-Ende und
Bauchtuch. Ermittlung der Signifikanzen innerhalb einer Gruppe mittels t-test fiir paarige
Variablen; $$$ p < 0,001; und Wilcoxon-Test; ** p < 0,01. Zwischen beiden Gruppen mittels Mann-
Whitney-U-Test; # p < 0,05.
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3.8. Chemokine

Als Chemokine im inflammatorischen Prozess erfolgte die Bestimmung des
stromal cell-derived factor 1 (SDF-1a) (Abb.9a), sowie des monocyte
chemoattractant protein-1 (MCP-1) (Abb. 9b).

Beide Chemokine lie3en, analog zu den proinflammatorischen Markern, einen
signifikanten Anstieg zwischen den Zeitpunkten HLM-Start und HLM Ende
innerhalb der Versuchsgruppen erkennen, wobei der Anstieg von SDF-1a in der
Kontrollgruppe eine deutlich hohere Signifikanz aufwies (p<0.001) als in der
Experimentalgruppe (p<0.05). Zwischen beiden Versuchsgruppen waren zu
diesen Zeitpunkten weder bei SDF-1a noch bei MCP-1 signifikante Unterschiede
erkennbar. Ebenso bestand kein Unterschied zwischen den MCP-1-
Konzentrationen beider Gruppen wahrend der Enthahme aus dem Bauchtuch.
Bei der Konzentration von SDF-1a hingegen konnte eine signifikante Erhohung
von p < 0,05 in den Proben aus dem Bauchtuch der Experimentalgruppe
gegenuber der Kontrollgruppe beobachtet werden (Abb. 9a).

a)
1500 - |+| -800
[ ]
=
o —sss | . i
21000 . 3 oo
H . . —A
: y e
> . ** %o e, [4o00
[ ]
< 500- ﬂﬁ:_ * . . ﬁ__L *
; .. ° ® ... 200
@ [ )
[ ) [ )
|

0 I I T 1 L) 0

HLM-Start HLM-Ende HLM-Start HLM-Ende Bauchtuch Bauchtuch
1 | ! Baumwolle Synthetik

1
Baumwolle Synthetik

39



b)

2000 A - 6000
I % I
= H ®
31 500 -
+H N ~4000
E .
1000
o —38 o
- . B
o . —_ o 2000
O 500 ——
= % . 1 — e S
° ° e . ° R o
—edghyve i Sovaeee o* ** o
0 1 T T T T T 0
HLM-Start HLM-Ende HLM-Start HLM-Ende Bauchtuch Bauchtuch
I | I | Baumwolle Synthetik
Baumwolle Synthetik

Abbildung 9: Erhéhung der Chemokine SDF-1a und MCP-1 durch die Nutzung der HLM. SDF-

1a zeigt eine Erhéhung bei Nutzung des Baumwollmaterials.

a) SDF-1a, b) MCP-1. Dargestellt als Mittelwert + SEM fir die Entnahmezeitpunkte HLM-Start,
HLM-Ende und Bauchtuch. Ermittlung der Signifikanzen innerhalb einer Gruppe mittels t-test fiir
paarige Variablen; $ p < 0,05, $$$ p < 0,001; und Wilcoxon-Test; ** p < 0,01. Zwischen beiden
Gruppen mittels t-Test fur unabhangige Variablen; § p < 0,05.
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4. Diskussion

4.1. Wissenschaftliche Einordnung der Studie

Wie eingangs dargelegt, kann es im Rahmen herzchirurgischer Operationen zu
postoperativen Komplikationen wie Schlaganfall, Nierenversagen, Infektionen
und Reoperationen kommen (Crawford, Magruder et al. 2017). Auch
thromboembolische Ereignisse stellen ein Problem dar. Postoperative
Komplikationen nach herzchirurgischen Eingriffen stehen im Zusammenhang mit
einer verzogerten Rekonvaleszenz, hoherer Mortalitat und einer Entlassung der
Patienten in ein nicht-hausliches Umfeld. Als unabhangiger Risikofaktor konnte
hierfur unter anderem eine verlangerte Bypasszeit identifiziert werden (Crawford,
Magruder et al. 2017). Neben der Notwendigkeit des Einsatzes der HLM fur die
Durchfuhrung bestimmter Operationen bestehen stetige Diskussionen, ob
sogenannte Off-Pump-Eingriffe mit einem besseren Langzeitergebnis assoziiert
sind. Unter Off-Pump versteht man herzchirurgische Interventionen, welche ohne
Nutzung der HLM erfolgen. Eine Antwort auf diese Frage konnte bis dato noch
nicht abschlieBend gefunden werden (Gaudino, Angelini et al. 2018). Wahrend
sich fur Off-Pump-Operationen ein Vorteil im 30-Tage-Uberleben abzeichnete,
zeigte sich jedoch ein signifikanter Vorteil fur Operationen mit HLM bezuglich des
Langzeitiberlebens der Patienten (Kowalewski, Jasinski et al. 2020). Auch
zeigten Shroyer et al. einen Vorteil der Offenheitsrate der Bypasse nach einem
Jahr bei On-Pump-Verfahren (Shroyer, Grover et al. 2009). Demnach besteht
aktuell kein Grund zu der Annahme, dass Off-Pump-Verfahren mit einem
besseren Outcome assoziiert sind.

Bei der Verwendung der HLM kommt das Blut in Kontakt mit korperfremden
Oberflachen. Hierbei erfolgt die Aktivierung des Komplementsystems,
vorwiegend durch den alternativen Weg (Kirklin, Westaby et al. 1983). Durch die
Protamin-Heparin-Komplexbildung in der Blutstillungsphase wird aul3erdem der
klassische Weg des Komplementsystems aktiviert (Kirklin, Chenoweth et al.
1986), (Hakim 1993). Bruins et al. zeigten, dass die Komplementaktivierung nicht
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nur wahrend des kardiopulmonalen Bypasses, sondern auch postoperativ bis
zum funften Tag erfolgt. Diese Aktivierung wird unter anderem durch erhohte
CRP-Konzentrationen begunstigt (Bruins, te Velthuis et al. 1997). Neben der
Komplementsystemaktivierung fuhrt der Kontakt mit der Oberflache der
extrakorporalen Zirkulation au3erdem zur Aktivierung von Leukozyten, inklusive
neutrophiler Granulozyten, sowie von Thrombozyten (Sniecinski and Chandler
2011). Als Marker der inflammatorischen Aktivierung lasst sich aul’erdem die
Freisetzung von IL-1p (Roth-Isigkeit, Borstel et al. 1999) und IL-6 (Steinberg,
Kapelanski et al. 1993) nachweisen. Die Liberation des proinflammatorischen
Zytokins TNF-o wies eine Korrelation mit dem Auftreten des SIRS auf (Khabar,
Elbarbary et al. 1997).

Dass nicht nur der Einsatz der HLM, sondern auch die Anwendung von
Bauchtlchern proinflammatorische Prozesse fordert, konnten Trunk et al.
aufzeigen (Trunk, Mullerbader et al. 2019). Durch die Aktivierung des
Komplementsystems und von neutrophilen Granulozyten mit nachfolgender
Ausschuttung von PMN-Elastase, sC5b-9 sowie des Zytokins IL-13 erfolgt die
Freisetzung proinflammatorischer Mediatoren in vitro (Trunk, Mullerbader et al.
2019). Auch bei der Nutzung von Baumwolle als Verbandsmaterial konnte die
Freisetzung von PMN-Elastase und sC5b-9 in vitro und demnach eine
Aktivierung neutrophiler Granulozyten und des Komplementsystems
nachgewiesen werden (Wiegand, Abel et al. 2019). Ebenfalls in vitro konnte ein
Abfall der Leukozyten- und Thrombozytenkonzentration beobachtet werden. Der
Thrombozytenabfall zeigte sich mit hoherer Heparinantikoagulation geringer.
Auch wenn bei Antikoagulation mit Heparindosen entsprechend der
Antikoagulation wahrend der HLM keine makroskopische Thrombusbildung
beobachtet werden konnte, so zeigte sich der TAT-Komplex dennoch signifikant
erhoht. Dies lasst auf eine Aktivierung des Gerinnungssystems schlie3en, auch
wenn die Frage nach der Relevanz dieser Aktivierung hier unbeantwortet bleibt
(Abraham 2018).

Gelangen diese durch Kontakt zwischen Blut und Baumwollmaterial
ausgeschutteten Mediatoren intraoperativ durch die HLM zurick in den
Patientenkreislauf, so kann dies ein hoheres Risiko fur das postoperative
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Auftreten von SIRS oder anderen Komplikationen zur Folge haben. Da die HLM
ein in vielen Fallen nicht zu ersetzendes Instrument in der herzchirurgischen
Versorgung von Patienten ist, ist die Verwendung geringer proinflammatorisch
wirksamer Materialien erstrebenswert. Eine Alternative stellen hierbei die in
dieser Studie untersuchten Synthetikbauchtticher dar.

4.2. Zellzahlen

Als erster Indikator fur Unterschiede der Hamokompatibilitdt der beiden
untersuchten Materialien diente die Bestimmung der Zellzahlen der Proben. Zur
Interpretation aller Resultate erfolgte die Betrachtung der Werte auf zwei Arten:

1) Unterschiede zwischen HLM-Start und HLM-Ende werden beeinflusst von
der HLM, der chirurgischen Intervention und dem verwendeten
Bauchtuchmaterial. Es kann angenommen werden, dass das
Bauchtuchmaterial hier fur Unterschiede zwischen beiden Gruppen
verantwortlich ist, da kein Unterschied im Patientenkollektiv bestand.

2) Proben aus dem Bauchtuch werden beeinflusst von den Scherkraften
beim Auswringen, sowie durch die Materialeigenschaften der

verwendeten Bauchtlicher

Wie bereits beschrieben, waren deutlich hohere Leukozytenwerte in der
Kontrollgruppe, zum Teil auch im pathologischen Bereich, messbar. Werden nun
die oben genannten Interpretationskriterien zugrunde gelegt, lasst sich der
Anstieg der Leukozyten vom Zeitpunkt der Aufnahme bis zum Ende der HLM und
Postoperativ in der Baumwollgruppe zum Teil auf den durchgefuhrten Eingriff
zurUckfuhren. Allerdings war der Anstieg der Leukozytenzahlen innerhalb der
Synthetikgruppe weniger stark ausgepragt, was darauf hinweist, dass das
genutzte Material einen Einfluss hatte. Die Zahlung der weilden Blutzellen direkt
aus den Bauchtichern zeigte allerdings keine signifikanten Unterschiede,
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obgleich tendenziell niedrigere Werte im pathologischen Bereich bei der
Kontrollgruppe zu sehen waren. Die pathologisch verminderte Leukozytenzahl
aus den Baumwolltichern ist ein Hinweis auf eine verstarkte Adhasion der
Leukozyten an dieses Material.

Durch Kontakt mit korperfremden Material erfolgt eine Aktivierung von
Leukozyten (Faymonville, Pincemail et al. 1991). Die pathologischen
Leukozytenwerte der Baumwollgruppe am Ende der HLM bieten somit einen
ersten Hinweis, dass die Synthetikbauchtlcher eine hohere Hamokompatibilitat
besitzen und zu einer geringeren inflammatorischen Reaktion fuhren.

Im Gegensatz zu der Kinetik der Leukozytenkonzentration wahrend der
Verwendung der HLM kam es bei den Erythrozyten und Thrombozyten zu einem
Abfall der Zellzahl. Dieser Ruckgang lasst sich zum einen durch den
intraoperativen Blutverlust, zum anderen durch Hamodilution des Bluts durch die
Priming-Flussigkeit der HLM erklaren (Sarkar and Prabhu 2017). Des Weiteren
erzeugt die Zirkulation durch die HLM Scherkrafte, welche zu Beschadigung oder
Zerstorung der Erythrozyten fihren konnen (Leverett, Hellums et al. 1972). Die
bei herzchirurgischen Interventionen ubliche Methode der Autotransfusion des
Bluts in die HLM mittels eines speziellen Saugers verstarkt diesen Effekt. Eine
hohere Saugstarke sowie das Vermischen von Blut und Luft wahrend des
Saugens korrelieren hierbei mit einer starkeren Hamolyse (Gregoretti 1996).
Weerasinghe, Taylor et al zeigten, dass der extrakorporale Kreislauf der Herz-
Lungen-Maschine durch mechanische Krafte sowie Thrombozytenadh&sion
ebenfalls zu einer verminderten Thrombozytenzahl fuhrt (Weerasinghe and
Taylor 1998). Anhnlich der Zellzahl der Leukozyten in dem ausgewrungenen Blut
der Bauchtlcher, prasentierten sich auch hier eine deutlich verminderte
Erythrozyten- und Thrombozytenkonzentration im pathologischen Bereich. Als
Ursache hierfur kommt ebenfalls eine Hamolyse aufgrund von Scherkraften in
Betracht, doch auch eine mogliche Adhasion der Erythrozyten an die
Bauchtucher scheint von Bedeutung. Thrombozyten besitzen eine starke
Adhasion an korperfremde Materialien (Park, Mao et al. 1989), (Rao and Chandy
1999), was bei beiden Materialien deutlich zu erkennen ist. Ein Hinweis auf
mogliche Unterschiede zwischen den Materialien ist bei den Thrombozyten nicht
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ohne weiteres auszumachen. Zwar war der Verlust an Thrombozyten zum Ende
der HLM und Postoperativ nur bei der Baumwollgruppe signifikant, aber auch in
der Synthetikgruppe waren die gleichen abfallenden Tendenzen der
Thrombozytenzahlen zu erkennen. Ein moglicher Grund fur die fehlende
Signifikanz ist die starkere Inhomogenitat innerhalb der Synthetikgruppe. So lasst
sich weder aus den Erythrozyten- noch aus den Thrombozytenzahlen eine klare
Aussage Uber die Hamokompatibilitat der Materialien ableiten.

4.3. Proinflammatorisches Potential

Zur Evaluation des proinflammatorischen Potentials der Bauchtuchmaterialien
erfolgte die Bestimmung der Interleukine IL-1p und IL-6, des Zytokins TNF-a
sowie der Chemokine SDF-1a. und MCP-1. Des Weiteren diente die Bestimmung
des terminalen Komplementkomplexes sC5b-9 als Hinweis auf die Aktivierung
des Komplementsystems. Die Bestimmung der von neutrophilen Granulozyten
ausgeschutteten PMN-Elastase diente als Marker der Aktivierung eben jener. Ein
Anstieg wahrend der extrakorporalen Zirkulation aufgrund des Fremdmaterials
ist bekannt (Butler, Parker et al. 1993) und lasst sich auch in dieser Studie in
beiden Gruppen beobachten. Die Entnahme aus den Bauchtlichern zeigte
signifikant erhohte Konzentrationen der Baumwollgruppe. Dies deutet auf einen
unabhangigen Einfluss des Bauchtuchmaterials auf die Degranulation der
neutrophilen Granulozyten hin. Die Konzentration des proinflammatorischen
Zytokins |L-6 zeigte wahrend der HLM ebenfalls einen signifikanten Anstieg.
Diese Dynamik wurde bereits von Steinberg, Kapelanski et al. beschrieben
(Steinberg, Kapelanski et al. 1993). Des Weiteren prasentierten sich in der
Kontrollgruppe sowohl IL-6 als auch IL-1B wahrend der Zeitpunkte HLM-Ende
signifikant erhoht gegenuber der Experimentalgruppe. Zwar bildete sich die
bekannte Ausschuttung von IL-1B (Roth-Isigkeit, Borstel et al. 1999) bei
herzchirurgischen Eingriffen unter Verwendung der HLM hier nicht signifikant ab,

dennoch zeigt die signifikant erhohte IL-1B8- und IL-6-Konzentration der
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Kontrollgruppe gegenuber der Experimentalgruppe zum Ende der HLM, dass
auch das verwendete Baumwollmaterial einen Einfluss auf die
Interleukinausschuttung hat. Eine signifikant erhohte IL-6-Konzentration der
Kontrollgruppe gegenuber der Experimentalgruppe zum Entnahmezeitpunkt aus
dem Bauchtuch unterstutzt diese Beobachtung. Im Gegensatz zu den
aufgefuhrten Ergebnissen, welche eine hohere Hamokompatibilitat des
Synthetikmaterials nahelegt, prasentierte sich die SDF-1-a-Konzentration aus
den Bauchtuchproben in der Experimentalgruppe erhoht. SDF-1a kann unter
anderem aus dem Knochenmark, von Endothelzellen, sowie von Thrombozyten
ausgeschuttet werden (Yun and Jo 2003), (Massberg, Konrad et al. 2006).
Wahrend der Nutzung der HLM zeigte sich ein signifikanter Anstieg der SDF-1a-
Konzentrationen der beiden Versuchsgruppen. Der Anstieg der Kontrollgruppe
prasentierte sich hier mit einer starkeren Signifikanz, was auf eine hohere
Ausschuttung durch den Kontakt mit dem Baumwollmaterial hindeutet. Dennoch
gab es im Vergleich beider Gruppen wahrend der HLM-Dauer keinen
signifikanten Unterschied beider Materialien. Wahrend der HLM-Nutzung
zirkuliert das Blut wiederholt zwischen HLM und Korperkreislauf des Patienten.
Das im Verlauf der HLM-Nutzung freigesetzte SDF-1a stammt also aller
Wahrscheinlichkeit nach aus dem Knochenmark, den Endothelzellen sowie zu
einem gewissen Teil aus Thrombozyten. Die exakte Herkunft 1asst sich nicht
bestimmen. Die Probenentnahme aus dem Bauchtuch zeigte im Gegensatz
hierzu erhohte SDF-1a-Konzentrationen der Experimentalgruppe. Ein auf den
ersten Blick bestehender Gegensatz lasst sich durch folgenden Sachverhalt
erklaren: Im Bauchtuch findet keine Zirkulation des Bluts im Korperkreislauf des
Patienten statt. Die Ausschuttung von SDF-1a aus dem Knochenmark und aus
Endothelzellen kann hier demnach keine grof3e Rolle spielen. Dies lasst auf eine
Ausschuttung von SDF-1a aus Thrombozyten bei Kontakt mit dem
Bauchtuchmaterial schlieBen. SDF-1a kann je nach Quelle der Ausschuttung
unterschiedliche Effekte haben. Im Rahmen eines inflammatorischen Prozesses
dient SDF-1a beispielsweise unter anderem dem Anlocken von Lymphozyten
(Adams and Rlloyd 1997). Weiterhin hat aus Thrombozyten ausgeschuttetes
SDF-1a einen verstarkenden Effekt auf die Thrombozytenaggregation, sowie
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einen protektiven Effekt auf Thrombozyten und Monozyten (Abi-Younes, Sauty
et al. 2000).

4.4. Gerinnungsaktivierung

Dass die Nutzung eines extrakorporalen Kreislaufs sowie die Autotransfusion
patienteneigenen Bluts aus dem Operationsgebiets Uber die HLM in den
Patienten eine Gerinnungsaktivierung bewirkt, ist bekannt. 3-TG ist in a-Granula
der Thrombozyten gespeichert und wird bei der Thrombozytenaktivierung
ausgeschuttet. Es dient somit der Quantifizierung eben jener. TAT als Komplex
aus Thrombin und Antithrombin Il entsteht im Rahmen der Gerinnung und kommt
als Marker der Gerinnungsaktivierung zum Einsatz (De Somer, Van Belleghem
et al. 2002) De Somer, Van Belleghem et al. zeigten den Anstieg der B-TG-
Konzentration sowie des TAT-Komplexes durch die Nutzung der HLM (De
Somer, Van Belleghem et al. 2001). Auch in unserer Studie liel3 sich diese
Dynamik beobachten. Beide Parameter wiesen signifikant hohere Werte zum
Zeitpunkt der Entnahme aus dem Bauchtuch in der Kontrollgruppe auf. Dies
unterstutzt die Schlussfolgerung, dass neben der Aktivierung der Thrombozyten
durch die HLM auch das Material der Bauchtucher einen Effekt auf die
Thrombozyten- sowie die Gerinnungsaktivierung hat. Auch in diesem Fall zeigte
das Synthetikmaterial geringeres Potenzial fur eine unerwinschte Aktivierung.

4.5. Einordnung der Resultate

Zusammengefasst konnte eine verstarkte Aktivierung von Leukozyten, sowie
eine Erhdhung der Marker PMN-Elastase, IL-183, IL-6, sowie von TAT und B-TG
in der Kontrollgruppe beobachtet werden. SDF-1a hingegen zeigte eine erhohte
Konzentration in der Experimentalgruppe.
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Trunk et al. beschrieben wie bereits dargelegt ebenfalls eine starke Aktivierung
neutrophiler Granulozyten mit nachfolgender PMN-Elastaseausschuttung durch
den Kontakt mit Baumwollbauchtlichern in vitro (Trunk, Mullerbader et al. 2019).
Dies konnte ebenfalls bei der Nutzung von Baumwollgaze als Wundauflage
beobachtet werden (Wiegand, Abel et al. 2019). PMN-Elastase fuhrt wiederum
zu einer erhodhten Ausschuttung von IL-18 und TNF-a aus Makrophagen.
AuRerdem fordert es deren Adhasion (Krotova, Khodayari et al. 2020). Die
Leukozytenadhasion  stellt einen  entscheidenden  Schritt in  der
Leukozytenaktivierung und somit im inflammatorischen Prozess dar (Butcher
1991), (Langer and Chavakis 2009). Eine verstarkte Leukozytenadhasion
resultiert demnach in einer verstarkten Aktivierung von Leukozyten sowie einer
erhohten Ausschuttung proinflammatorischer Zytokine, wie beispielsweise IL-13,
TNF-a (Krotova, Khodayari et al. 2020) und IL-6 (Ballou and Lozanski 1992),
(Turner, Nedjai et al. 2014).

Im Rahmen der systemischen Inflammation nimmt IL-1 eine wichtige Rolle ein.
Als proinflammatorisches Zytokin induziert es unter anderem die Rekrutierung
neutrophiler Granulozyten, die Produktion von Akute-Phase-Proteinen und
Fieber (Dinarello 2005). Vuk-Pavlovic et al. zeigten, dass Gerbstoffe der
Baumwollkapsel, welche einen grof3en Anteil von Baumwollstaub darstellen, eine
Aktivierung der IL-1B-Sekretion initieren und zu einer Proliferation von
Lymphozyten fuhren (Vuk-Pavlovic and Rohrbach 1990). Das Rohmaterial
Baumwolle induziert also eine Interleukinausschattung. Trunk et al. beobachteten
wiederum eine durch Baumwollbauchticher erhohte IL1-B-Sekretion (Trunk,
Mullerbader et al. 2019). Dies zeigt, dass eine proinflammatorische Wirkung des
Baumwollmaterials auch durch vorangehende Verarbeitung zu einem
medizinischen Produkt nicht vollstandig neutralisiert wird. Durch welchen Teil des
Materials Baumwolle eine Induktion der inflammatorischen Antwort erfolgt, |asst
sich durch diese Beobachtung nicht abschlielend klaren. Der Vergleich der
Vertraglichkeit von Baumwoll- und Nylonnahten im Zahnfleisch von Rhesusaffen
zeigte eine starke inflammatorische Gewebereaktion um die Baumwollnahte
herum (Castelli, Nasjleti et al. 1978). Im Gegensatz dazu konnte diese Reaktion
in der Umgebung der Nylonnahte praktisch nicht beobachtet werden (Castelli,
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Nasjleti et al. 1978). Eine verstarkte Leukozytenaktivierung beschrieben
aullerdem Hernandez et al. bei Nutzung einer Dialysemembran aus Cellulose
gegenuber der Nutzung von Synthetikmembranen (Hernandez, Galan et al.
2004). Dass IL-1B die Proliferation und Differenzierung von Leukozyten induziert
(Brugger, Mocklin et al. 1993) ist an den beobachteten erhohten
Leukozytenkonzentrationen zu Beginn und Ende der HLM der Kontrollgruppe
sichtbar. Ein solch schneller Anstieg der wei3en Blutzellen lasst sich durch
Mobilisation und Reifung im Knochenmark erklaren.

Eine Sekretion von IL-6 und TNF-a bei Exposition gegen Baumwollstaub konnte
in der bronchoalveolaren Lavage sowie im Serum von Mausen nachgewiesen
werden (Shvedova, Satoh et al. 1996). Erhohte IL-6-Konzentrationen der
Kontrollgruppe am Ende der HLM stammen aller Wahrscheinlichkeit nach aus
der IL-1B-vermittelten Sekretion aus Hepatozyten (Panesar, Tolman et al. 1999),
Fibroblasten (Elias and Lentz 1990) und Endothelzellen (Sironi, Breviario et al.
1989), (Jirik, Podor et al. 1989). IL-13 stimuliert jedoch auch die IL-6-Sekretion
aus Zellen des peripheren Bluts (Tosato and Jones 1990). Es ist moglich, dass
die primare IL-1B-Sekretion aus Monozyten zur Entnahme aus dem Bauchtuch
zu gering war, um hier einen signifikanten Unterschied dieser IL-13-Sekretion
zwischen beiden Versuchsgruppen erkennen zu lassen. Dennoch ist es moglich,
dass die durch IL-1B induzierte |IL-6-Ausschuttung wiederum eine signifikante
Erhohung wahrend der Probenentnahme aus den Baumwolltichern erkennen
lasst. Des Weiteren kann die Aktivierung der IL-6-Ausschuttung aus PBMC auch
ohne vorherige Stimulation durch IL-18 erfolgen (Flynn, Garbers et al. 2019).
Fir das Chemokin SDF-1a lie} sich im Gegensatz zu den bisher dargestellten
Zytokinen und Chemokinen eine erhohte Konzentration in der
Experimentalgruppe beobachten. Im Rahmen eines inflammatorischen
Prozesses dient es wie bereits beschrieben unter anderem dem Anlocken von
Lymphozyten, deren Aktivierung durch Bindung an den CXCR4-Rezeptor
vermittelt wird (Cherla and Ganju 2001). Uber eine Bindung an die Rezeptoren
CXCR4 und CXCRY verstarkt SDF-1a aulRerdem die Thrombozytenaggregation
(Chatterjee, Rath et al. 2015). Aus Thrombozyten ausgeschuttetes SDF-1a hat
uber den CXCR7-Rezeptor einen protektiven und antiapoptotischen Effekt auf
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Thrombozyten (Chatterjee, Seizer et al. 2014) und wirkt auf die Differenzierung
von Monozyten und somit auf den inflammatorischen Prozess in Gegenwart
akkumulierter Thrombozyten ein (Chatterjee, von Ungern-Sternberg et al. 2015).
Die erhohte SDF-1a-Konzentration der Experimentalgruppe zum Zeitpunkt der
Probenentnahme aus dem Bauchtuch wurde wie bereits dargestellt aufgrund der
fehlenden Zirkulation am wahrscheinlichsten aus Thrombozyten freigesetzt. Dies
weist aufgrund dieser Herkunft somit auf eine protektive Funktion von SDF-1a
auf Thrombozyten und Monozyten hin (Abi-Younes, Sauty et al. 2000).

Neben dem inflammatorischen Potential des Baumwollmaterials konnten wir
auch dessen koagulatives Potential darstellen. Krajewski et al. zeigten, dass
Baumwollbauchtiucher auch bei heparinisietem Blut in vitro zu einer
Gerinnungsaktivierung mit Thrombusbildung und erhdhter TAT-Konzentration
fuhren konnen (Krajewski, Hierlemann et al. 2016). Zusatzlich zu dieser
Gerinnungsaktivierung  besitzen = Baumwollbauchticher aullerdem die
Eigenschaft freies Heparin zu binden (Krajewski, Hierlemann et al. 2016). Eine
systemisch relevante Wirkung wahrend der Nutzung der HLM konnte klinisch
jedoch nicht beobachtet werden. Die Antikoagulation des Bluts lasst sich
intraoperativ durch die regelmalige Bestimmung der ACT zuverlassig
kontrollieren. Wahrend Abraham et al. beobachteten, dass ein verstarkter
Leukozyten- und Thrombozytenabfall bei zunehmender Heparinisierung nicht
mehr nachweisbar war, zeigte sich auch hier ein Anstieg der TAT-Konzentration
nach Inkubation mit Baumwolltichern (Abraham 2018).

Inflammation und Gerinnung konnen jedoch nicht unabhangig voneinander
betrachtet werden. In vivo besteht eine enge Verflochtenheit dieser Prozesse mit
gegenseitiger Beeinflussung. Dass das Baumwollmaterial Einfluss auf die
Gerinnungsaktivierung hat, ist an den erhdhten TAT- und B-TG-Konzentrationen
aus dem Bauchtuch zu erkennen. Dennoch beeinflusst nicht nur das Bauchtuch
selbst die Aktivierung von Thrombozyten. Auch andere Molekule, welche eine
Rolle in inflammatorischen Prozessen des Korpers spielen, wirken auf das
Gerinnungssystem ein. Der terminale Membranangriffskomplex sC5b-9 des
Komplementsystems fuhrt durch Bindung an die Thrombozytenmembran zu
einer Ausschuattung der Vesikel und somit zur Freisetzung von B-TG (Wiedmer
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and Sims 1991). Die Nutzung eines extrakorporalen Kreislaufs wahrend
herzchirurgischer Interventionen fuhrt zu einem Anstieg von sC5b-9 und somit
zur Aktivierung des Komplementsystems (Fosse, Mollnes et al. 1987). Trunk et
al. zeigten aullerdem eine Aktivierung des Komplementsystems durch das
Baumwollmaterial der herkdbmmlichen Bauchticher (Trunk, Mullerbader et al.
2019). Wahrend die von Fosse et al. beobachtete Kinetik auch in dieser Studie
ersichtlich war, so liel3 sich in der sC5b-9-Konzentration der Bauchtucher keine
signifikante Differenz zwischen beiden Versuchsgruppen erkennen. Dass das
Material Baumwolle zu einer Aktivierung des Komplementsystems fuhrt, wurde
ebenfalls von Kutz et al. und Olenchock et al. beschrieben, welche eine
Aktivierung durch Baumwollstaub im Serum in vitro (Kutz, Olenchock et al. 1979)
sowie in vivo (Olenchock, Mull et al. 1981) zeigten. Neben einer Aktivierung der
neutrophilen Granulozyten konnten Abel et al. auch eine erhohte sC5b-9-
Konzentration bei der Nutzung von Wundauflagen aus Baumwolle beobachten
(Wiegand, Abel et al. 2019). Wie bereits erwahnt lasst sich auch hier die genaue
Quelle der Aktivierung nicht eruieren. Denkbar sind folgende Ursachen, oder eine
Kombination dieser, fur die Aktivierung des Komplementsystems:

1) Strukturen des Rohmaterials Baumwolle
2) Bei der Verarbeitung entstehende Produkte
3) Bei der Verarbeitung verwendeten Substanzen

Bei den von Kutz und Olenchock durchgefuhrten Versuchen lasst sich durch die
Verwendung von Baumwollstaub ein Einfluss von bei der Verarbeitung
entstehenden Produkten sowie von verwendeten Substanzen weitestgehend
ausschlieRen. Die von Wiegand untersuchten Wundauflagen sowie die durch
Trunk und in dieser Studie untersuchten Baumwollbauchtiicher haben als
medizinisches Produkt eine starke Verarbeitung erfahren. Da im Verlauf dieser
Verarbeitung zum sterilen Medizinprodukt der Einfluss von potenziellen Triggern
eliminiert werden sollte, scheint hier ein Einfluss der Baumwollstruktur oder des
Verarbeitungsprozesses wahrscheinlich. Ein von Krajewski et al. festgestellter

Einfluss des Farbemittels bei grunen Bauchtuchern (Krajewski, Hierlemann et al.
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2016) kann in dieser Studie ausgeschlossen werden, da die Probenentnahme
ausschlieRlich aus weillen Bauchtuchern erfolgte. Das Rohmaterial Baumwolle
besteht aus p-Glucan-Untereinheiten. Diese Struktur induziert eine
Immunantwort bei Saugetieren (Akramiene, Kondrotas et al. 2007). Uber eine
Induktion der Genexpression von Toll-like-Rezeptoren und NF-kB konnte ein
Effekt auf mononukleare Zellen des peripheren Bluts beobachtet werden (Vogt,
Boekschoten et al. 2015). In Kombination mit der beobachteten erhdhten IL-1p3-
Sekretion bei Verwendung der Baumwolltiicher lasst dies auf einen Effekt der
Baumwollstruktur auf die Aktivierung von Leukozyten mit nachfolgender IL-1p3-
Ausschuttung schlieRen. Eine signifikante Erhohung der sC5b-9-Freisetzung
nach Kontakt mit dem Baumwollmaterial der Bauchttcher liel3 sich im Gegensatz
zu den Ergebnissen von Trunk et al. in dieser Studie jedoch nicht abbilden.

IL-6 verstarkt die Aggregation von Thrombozyten und induziert ebenfalls eine
Degranulation der a-Granula (Oleksowicz, Mrowiec et al. 1995). IL-6 fuhrt
aullerdem zu einer vermehrten Expression des Gewebefaktors (van der Poll,
Levi et al. 1994), welcher wiederum ein wichtiger Initiator der Gerinnungskaskade
ist. Die signifikant erhohten IL-6 Konzentrationen am Ende der HLM und zur
Entnahme aus dem Bauchtuch in der Baumwollgruppe kénnen demnach zu einer
vermehrten Aktivierung der Gerinnung und somit zu einem hoheren Risiko fur
thromboembolische Komplikationen fuhren. Thrombin, Faktor-Xa und Fibrin
stimulieren im Gegenzug die Ausschuttung von IL-6 aus Endothel- und
mononuklearen Zellen des Bluts (Sower, Froelich et al. 1995).

Umgekehrt beeinflussen Thrombozyten ebenfalls proinflammatorische Prozesse.
Thrombozyten besitzen mit CD40L einen TNF-a-ahnlichen Rezeptor auf lhrer
Oberflache. Durch die Aktivierung und Adhasion von Thrombozyten an
Endothelzellen erfolgte die Bindung von CD40L, gefolgt von der Ausschuttung
unterschiedlicher Chemokine aus den Endothelzellen, unter anderem von MCP-
1 (Henn, Slupsky et al. 1998). MCP-1 dient als Chemokin neben anderen
Funktionen dazu, Monozyten und andere Zellen des Immunsystems zu Orten der
Inflammation zu leiten (Deshmane, Kremlev et al. 2009). Auch die Sekretion von
MCP-1 kann durch die Verwendung der HLM induziert werden. In dieser Studie
prasentierten sich die MCP-Konzentrationen am Ende der HLM in beiden
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Gruppen erhoht gegenuber dem Zeitpunkt HLM-Start. Onorati et. al konnten
zeigen, dass nach Operationen unter Verwendung der HLM signifikant hohere
MCP-1-Konzentrationen messbar waren, als nach OBCAP-Verfahren (Onorati,
Rubino et al. 2010). Hohe MCP-1-Konzentrationen zeigten sich in der von Zhu et
al. durchgefuhrten Studie im Rahmen einer Sepsis mit einem negativen Outcome
assoziiert (Zhu, Liao et al. 2017). In Bezug auf die MCP-1-Konzentration konnte
in dieser Studie zwar die Ausschuttung von MCP-1 durch die Verwendung der
HLM abgebildet werden, es lie3 sich jedoch kein Unterschied der beiden
Bauchtuchmaterialien beobachten.

Die Bindung aktivierter Thrombozyten an Leukozyten flhrt zu der Ausschuttung
von IL-18 sowie verschiedener weiterer Zytokine. Neben dieser
Interleukinausschuttung konnten Neumann, Marx et al. aullerdem eine erhohte
zellulare MCP-1 Konzentration der Leukozyten feststellen. Die Ausschittung des
MCP-1 konnte jedoch nicht durch die alleinige Aktivierung der Leukozyten durch
aktivierte Thrombozyten erfolgen. (Neumann, Marx et al. 1997). Die Stimulation
der Genexpression von IL-1 nach der Gerinnungsaktivierung konnte auRerdem
mittels rt-PCR nachgewiesen werden (Mileno, Margolis et al. 1995).

4.6. Klinische Handhabbarkeit

Unabhangig von der Voraussetzung der Hamokompatibilitat aller verwendeten
Medizinprodukte ist auch die Handhabbarkeit im klinischen Gebrauch von hoher
Bedeutung. Bauchtlicher mussen bestimmte Eigenschaften besitzen, sodass
optimale chirurgische Ergebnisse erzielt werden konnen. Hierzu zahlen unter
anderem eine hohe Saugfahigkeit. Die Ausbreitung der Flussigkeit auf dem
Material sollte sich jedoch gering sein, um Blutungen moglichst exakt lokalisieren
zu kénnen. Auch mussen Bauchtucher eine gewisse Flexibilitat besitzen, um sich
den Umgebungsbedingungen im Operationsfeld anpassen zu konnen. Alle an
der Studie teilhabenden Chirurgen waren sich einig, dass die synthetischen
Bauchtucher den ublichen Baumwolltiichern in der klinischen Handhabbarkeit
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unterlegen seien. Dass synthetisches Material herkdbmmlichen Baumwolltichern
in der Saugfahigkeit nicht unterlegen ist, zeigten Shimamoto et al. Neben der
guten Saugfahigkeit unbenutzter Synthetiktucher blieb die Saugfahigkeit des
synthetischen Materials auch nach mehrmaliger Nutzung und Reinigung durch
Wasser unbeeintrachtigt. Klinisch kommt dem jedoch keine Bedeutung bei, da
ausschlieRlich trockene Bauchtucher im Rahmen der Blutstillung zum Einsatz
kommen. Die Ausbreitung eines Bluttropfens auf dem synthetischen Material
zeigte sich signifikant geringer als auf Baumwolle (Shimamoto 2011). Diese
Eigenschaft konnte in der Lokalisation von Blutungsquellen von Vorteil sein. Bei
der Flexibilitat und Anpassungsfahigkeit der Synthetikticher handelte es sich
jedoch um einen grof3en Kritikpunkt der behandelnden Chirurgen. Auch wenn
nicht ausgeschlossen werden kann, dass diese Wahrnehmung auf der
Gewohnung der Chirurgen an das Baumwollmaterial basiert, so missen diese
potenziell negativen Faktoren im klinischen Gebrauch ebenfalls Beachtung
finden. Die Eigenschaften der beiden Bauchtlicher missen genauer evaluiert und
verglichen  werden.  Auflerdem muss eine  Verbesserung der
Materialeigenschaften der Synthetikbauchtlcher vor der regularen klinischen

Nutzung in Betracht gezogen werden.

4.7. Fazit

In dieser Studie konnte dargestellt werden, dass Baumwollbauchticher zu einer
Aktivierung des Immunsystems sowie des Gerinnungssystems fuhren. Diese
Aktivierung erfolgt auch unabhangig von der HLM durch das Material selbst. Im
Gegensatz hierzu prasentierten sich die Synthetikticher mit einem geringeren
proinflammatorischen und koagulativen Potential. Sie scheinen demnach eine
hohere Hamokompatibilitat als Baumwollbauchtlicher aufzuweisen. Welche
Ursache der starkeren Aktivierung von Immun- und Gerinnungszellen durch das
Baumwollmaterial zugrunde liegt lasst sich anhand dieser Studie nicht
abschliefend evaluieren. Ungeklart bleibt aul’erdem die Frage nach der
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Relevanz dieser Aktivierung durch das Baumwollmaterial auf postoperative
Komplikationen, sowie den postoperativen Verlauf und das Langzeituberleben.
Dies erfordert die Durchfuhrung einer Folgestudie mit hoherer Fallzahl und der
Beobachtung postoperativer Komplikationen nach Nutzung der beiden
Materialien.

Baumwolle bietet durch hohe Saugfahigkeit und Flexibilitat optimale
Operationsbedingungen. Eine zusatzliche Aktivierung der Blutzellen durch das
Material konnte das postoperative Outcome fur ohnehin bereits kritisch kranke
Patienten jedoch weiter verschlechtern. Idealerweise sollte dieses
proinflammatorische und koagulative Potential weiter modifiziert werden, um eine
geringere Aktivierung zu verursachen. Alternativ konnte auch die Handhabbarkeit
der Synthetikbauchticher weiter verbessert werden, um sich in den
Eigenschaften an das bekannte Material Baumwolle anzugleichen. Die Nutzung
der Autotransfusion von Blut aus dem Operationsgebiet in die HLM ohne
vorherige Aufbereitung mittels Cell Saver sollte bei Nutzung der
Baumwollbauchtucher Uberdacht werden. Das hier aufgezeigte inflammatorische
und gerinnungsaktivierende Potential kann in noch unbekanntem Ausmaf} zu
postoperativen systemischen Entzindungsreaktionen sowie
thromboembolischen Komplikationen beitragen. Neben der Nutzung von Cell
Savern kann hier aullerdem die Nutzung autologer Blutprodukte in Betracht

gezogen werden.
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5. Zusammenfassung

Die Nutzung von Baumwollbauchtichern wahrend chirurgischer Interventionen
ist unter anderem aufgrund ihrer absorptiven und hamostatischen Eigenschaften
gangige Praxis. Im Falle herzchirurgischer Eingriffe unter Verwendung der Herz-
Lungen-Maschine wird patienteneigenes Blut aus dem Operationsgebiet ohne
vorherige Nutzung eines Cell Savers in den Kreislauf der Herz-Lungen-Maschine
retransfundiert, um den Blutverlust zu minimieren. Wie in vorangegangenen
Studien gezeigt werden konnte, besitzen Baumwollbauchtlicher in vitro
gerinnungsaktivierende Eigenschaften. Auch eine Ausschuttung
proinflammatorischer Zytokine konnte bei Kontakt von peripheren Zellen des
Bluts mit Baumwollbauchtiuchern detektiert werden. Bei der gangigen
Retransfusion des Bluts ohne vorangegangene Aufbereitung mittels Cell Saver
konnen somit aktivierte Zellen sowie Entzindungs- und Gerinnungsmediatoren
zurlck in den Patientenkreislauf gelangen. Da neben Baumwollbauchtlichern
aullerdem Bauchtucher aus synthetischem Material fur die medizinische Nutzung
zugelassen sind, stellen diese eine Alternative im klinischen Gebrauch dar.
Aufgrund einer geringeren Einwirkung des Rohmaterials sowie einer genaueren
Moglichkeit der Kontrolle des Herstellungsprozesses gehen wir davon aus, dass
Synthetikbauchtlicher eine hohere Hamokompatibilitdit besitzen und
dementsprechend eine geringere Entzindungs- und Gerinnungsaktivierung
verursachen.

Die Durchfuhrung der Studie erfolgte an 20 herzchirurgischen Patienten, welche
unter Verwendung der Herz-Lungen-Maschine operiert wurden. Diese wurden
zufallig in zwei Gruppen aufgeteilt. Bei den zehn Probanden der Kontrollgruppe
erfolgte die Verwendung herkommlicher Baumwollbauchttcher, wahrend bei der
Experimentalgruppe Synthetikbauchticher  verwendet  wurden. Die
Probenentnahme fand bei allen Probanden zu Beginn und Ende der Verwendung
der Herz-Lungen-Maschine sowie in der Blutstillungsphase aus dem Bauchtuch
statt. Die Testparameter wurden mittels ELISA und Bioplex-Testverfahren

bestimmt.
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In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass in der Kontrollgruppe sowohl eine
starkere Aktivierung von Leukozyten als auch von neutrophilen Granulozyten
(PMN-Elastase) erfolgte. Unterstutzt wurde diese Beobachtung durch die
ebenfalls signifikant starker erhohten proinflammatorischen Marker IL-1p und IL-
6. Hohere SDF-1a-Konzentrationen der Experimentalgruppe lassen in dem
vorliegenden Kontext ebenfalls auf einen Vorteil der Synthetikticher schliel3en.
Auch im Rahmen der Thrombozyten- und Gerinnungsaktivierung zeigte sich
durch hohere B-TG- und TAT-Komplex-Konzentrationen ein starkerer Effekt der
Baumwollbauchticher gegenuber des Alternativmaterials Synthetik.

Die hier dargestellten Ergebnisse lassen erstmals auf eine verstarkte Aktivierung
des Immun- und des Gerinnungssystems durch das Material Baumwolle und
demnach eine hohere Hamokompatibilitat der Synthetikbauchtlcher schliel3en.
Das Ausmaly, in welchem diese zusatzliche Aktivierung einen Einfluss auf
postoperative Komplikationen und das Outcome dieser ohnehin vulnerablen
Patientengruppe hat, lasst sich hier nicht abschlieRend klaren. Die intraoperative
Autotransfusion patienteneigenen Bluts aus dem Operationsgebiet ohne
vorangegangene Aufbereitung durch einen Cell-Saver sollte jedoch kritisch
uberdacht werden.
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