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1 Einleitung

Die Herz-Lungenmaschine (HLM) ist bei Operationen am offenen Herzen, z. b. Bypass-
oder Herzklappenoperationen eine zumeist wichtige Grundvoraussetzung. Postoperative
Dysfunktionen verschiedener Organsysteme nach Einsatz der Herz-Lungenmaschine
und extrakorporaler Zirkulation (EKZ) stellen allerdings einen groen Anteil der
Komplikationen bei Patienten mit kardiochirurgischen Eingriffen dar (1). Zerebrale
Komplikationen beispielsweise treten bei nahezu 100% der Patienten auf (2, 3). Die
Ursachen dieser Organschddigung bzw. Dysfunktion von Organen sind von
multikausaler Natur. Die Griinde der Pathogenitit der extrakorporale Zirkulation (sieche
Kapitel 1.1) sind vielschichtig und liegen im wesentlichen a) im Kontakt des Blutes mit
Fremdoberflichen, b) im Blut- Gaskontakt, in der Aktivierung verschiedener
Immunsystemmechanismen und -kaskaden bei Kontakt des Blutes mit dem Perikard
und /oder der Pleura, ¢) im mechanischen Trauma der Blutbestandteile oder -zellen
durch Pumpen, d) im sauerstoffvermittelten Schaden besonders bei hyperoxischer EKZ
(4) sowie e) in der Bildung von Mikro- und Makroembolien durch gasférmige,

thrombotische, oder andere partikuldre Emboli (5).

Dieses multifaktorielle Geschehen fiihrt zu einer inflammatorischen Ganzkorperreaktion
(6, 7) mit einer Aktivierung verschiedener biologischer Systeme wie dem Koagulations-
, Komplement- und Fibrinolysesystem sowie zelluldrer Blutbestandteile. Das Auftreten
von kardialen, pulmonalen, renalen und zerebralen Dysfunktionen im Sinne von
neuropsychologischen Komplikationen steht mit diesen Aktivierungsprozessen

vermutlich in einem engen Zusammenhang.

Die Aktivierung von Leukozyten, insbesondere polymorphkerniger neutrophiler
Granulozyten (PMN) spielt eine zentrale Rolle bei den funktionellen, metabolischen
und strukturellen Gewebeschiden (8). Aktivierte neutrophile Granulozyten setzen
proteolytische ~Enzyme (Elastase, Kollagenase, Gelatinase) und humorale,
proinflammatorische Zytokine (Interleukine, Tumornekrosefaktor) frei, die als die

wesentlichsten Faktoren bei der Auslosung und Entwicklung der Zell- und



Gewebeschddigungen nach Ischdmie und Reperfusion von Herz und Lungen angesehen
werden (9, 10, 11).

Verschiedene Studien konnten bisher belegen, dass es durch modifiziertes Management
der EKZ in der Vergangenheit bereits zur Reduktion der Pathogenitit durch die HLM

kam.

1.1 Funktion und Aufbau der extrakorporalen Zirkulation

Zahlreiche Eingriffe innerhalb des Herzens und an den grofen Gefdlen sind nur am
stillstehenden, nicht schlagenden Herzen durchfiihrbar. Um dies zu gewihrleisten
werden die Blutgefdle bei Herz und Lungen abgeklemmt. Thre Funktion iibernimmt
eine extern arbeitende Herz-Lungenmaschine. Dieser Vorgang wird als extrakorporale
Zirkulation (EKZ) oder kardiopulmonaler Bypass bezeichnet. Die extrakorporale
Zirkulation kommt in erster Linie bei Herzklappenersatz und -rekonstruktionen,
Bypassoperationen der KoronargefiBe, Herz— und Lungentransplantation sowie
Korrektur angeborener Herzfehler zum Einsatz (12).

Nach Kaniilierung und Ligatur beider Venae cavae flieft das gesamte systemische
Venenblut tiber Kaniilen und Schlduche aus den beiden Hohlvenen in ein Reservoir der
Herz-Lungenmaschine (13). Von dort wird es nach Anreicherung mit Sauerstof,
Entfernung von Kohlendioxid und Passage mehrerer Filtersysteme wie Emboliefilter
oder Leukozytenfilter in den arteriellen Kreislauf des Patienten iiber die Aorta (gingiges
Verfahren) oder eine der groflen Beinarterien zuriickgepumpt, um die Versorgung der

Korperorgane mit Sauerstoff zu gewéhrleisten.



Oxygenatar Koronarsauger arterielle Zufuhr

Rollerpumpe

Abbildung 1: Schematische Darstellung der EKZ (14)

Zur primédren Fiillung der Herz-Lungenmaschine werden gewdhnlich anndhernd
plasmaisotone Elektrolytlosungen verwendet, oft unter Zusatz anderer Losungen, die
z.B. Glucose, Natriumhydrogencarbonat, Albumin und Hydroxyéthylstirke enthalten.
Dies fiihrt zu einer nicht unerheblichen Verdiinnung des Patientenblutes, was unter
Umstdnden die Notwendigkeit von Fremdblutgaben aus Blutkonserven zur Folge hat.
Um eine Minderversorgung der einzelnen Organe mit Sauerstoff und eine daraus
resultierende Schéddigung zu verhindern, muss der Sauerstoffbedarf der Gewebe
wihrend der EKZ herabgesetzt werden (13). Hierzu bedient man sich der Unterkiihlung
des gesamten Korpers. Die Abkiihlung des Patientenblutes mittels Wéarmeaustauscher
ist heute das Verfahren der Wahl, bei der der Patient auf eine Korpertemperatur von bis
zu 18°C gebracht wird. Ebenfalls unerldsslich vor Inbetriecbnahme der EKZ ist die
Vollheparinisierung des Patientenblutes um einer durch thrombogene Fremdoberflachen
wie  Kunststoffschlduche oder den  Membranoxygenator  provozierten
Blutgerinnselbildung mit nachfolgenden Mikroembolien in den Patientenkreislauf

vorzubeugen (15).

1.2 Pathogenitét der extrakorporalen Zirkulation

Durch den Einsatz der EKZ kommt es hiufig zu einer pathophysiologischen

Ganzkorperentziindungsreaktion (16). Durch den mechanischen Bluttransport der
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Pumpensysteme innerhalb der EKZ wird das Blut erhohten Scherkriften ausgesetzt und
es kommt zum Kontakt zwischen Blutzellen und nicht endothelialen Oberflachen, wie
den Plastikschlauchsystemen und dem Reoxygenierungssystem mit konsekutiver
Erythrozytenhdmolysierung, Bildung von winzigen Luftblasen und Kumulation von
Fibrinpartikeln im zirkulierenden Blut (17). Ein weiteres Resultat des Kontaktes der
Blutbestandteile mit den Fremdoberfldchen ist die Reduktion der Blutpléttchen in ihrer
Anzahl (Thrombozytopenie) und Funktion (Thrombozytopathie) sowie die Aktivierung
verschiedener physiologischer humoraler Systeme wie das Gerinnungssystem, das
Renin- Angiotensin System, das Kallikrein- Bradykinin System und die Fibrinolyse
(18). Eine ebenfalls wichtige Rolle im Sinne einer Generierung der Immunantwort
durch die EKZ spielt die Aktivierung des Komplementsystems innerhalb dessen die
Anaphylatoxine C3a und C5a freigesetzt werden, welche die zelluldre und humorale
Immunantwort des Organismus modulieren. Auf zelluldrer Ebene sind Leukozyten,
insbesondere neutrophile Granulozyten, die eine zentrale Rolle in der Pathogenese des
septischen Schocks mit zum Teil konsekutivem Multiorganversagen spielen, von
wesentliche Bedeutung (9, 126, 21, 30), indem sie bestimmte Mediatoren wie Zytokine
und Adhisionsmolekiile (19, 20) exprimieren, proteolytische Enzyme freisetzen sowie
oxidativen Stress generieren, was zu einer generalisierten Abwehrreaktion des
Organismus, dem so genannten SIRS (Systemic Inflammatory Response Syndrome)
vergleichbar mit einer systemischen, aseptischen Entziindungsreaktion fiihrt (6, 7).
Klinischer Ausdruck dessen ist eine Erhhung des relativen Anteils der Leukozyten im
peripheren Blut (Leukozytose), Anstieg der Korpertemperatur und eine erhohte
Durchlassigkeit der kapilldiren Membranen (,,capillary leakage syndrome’’, 21); was zu
extravasaler Plasmaansammlung (Odeme) innerhalb lebenswichtiger Organe wie
Lungen, Niere, Gehirn (2) und Darm fiihrt. Der letztlich entscheidende Faktor fiir die
Quantitdt dieser aseptischen Entziindungsreaktion ist vor allem die Dauer der EKZ.

Besonders betroffen sind Sduglinge Kleinkinder und éltere Menschen (22, 23).

1.3 Reperfusionsschaden

Die ischdmischen Reperfusionsschiden sind Ausdruck einer akuten, aseptischen
Entziindungsantwort die durch sowohl lokale als auch systemische immunaktivierende
Kaskaden hervorgerufen wird, was zu multiplen Organdysfunktionen fiihrt (24).

Hiervon haufig betroffen sind Lunge, Gastrointestinaltrakt und Gehirn.



Nach Offnung der Aortenklemme werden die ischimischen Gewebe wieder mit
Sauerstoff versorgt. Dies fiithrt zur schnellen Bildung von freien Sauerstoffradikalen
(25), die ihrerseits wieder in der Lage dazu sind, Granulozyten zu stimulieren und zu
aktivieren (26). Reperfusionsbedingt entstehen in normalen Gewebezellen wie
Endothelzellen (27) und Phagozyten (28, 29, 30), reaktive Sauerstoffmetabolite als
Nebenprodukt von oxidativen Prozessen (31). Die Hauptquelle fiir freie Radikale im
Zytoplasma ist die Xanthinoxidase- Reaktion, die Xanthin, O, und H,O mittels des
Enzyms Xanthinoxidase in Urat und H>O im postischdmischen Gewebe katalysiert. In
den Mitochondrien spielt die Oxidation von H™ in der Atmungskette eine wesentliche
Rolle (32). Durch ihre Aktivierung produzieren neutrophile Granulozyten
Entziindungsmediatoren und proteolytische Enzyme und bilden mittels der NADPH-
Oxidase Reaktion (siche 1.3.2.) wiederum Sauerstoffradikale (33), die
Reperfusionsschidden (Storung der Mikrozirkulation, mikrovaskulidre Verschliisse,
Lungenfunktionsschidden, Verringerung der Myokardkontraktilitdt) verursachen (Abb.
1,2,3).

Durch den Einfluss freier Radikale, die chemische Reaktionen wie die
Lipidperoxidation initiieren, kommt es zu Aufbruch und Zerstérung von (Endothel-)
Zellmembranen und damit zum Verlust der Membranintegritdit und konsekutivem
Insuffizienz  der  Endothelzellbarierrefunktion  (33). Die  beschriebenen

Perfusionsschiden lassen sich im Detail in pulmonal, kardial und systemisch aufteilen.

Da die Lunge eine vergleichsweise groe Endotheloberfliche mit einem
durchschnittlichen Kapillardurchmesser von 5,5 pm besitzt, die Leukozyten allerdings
einen durchschnittlichen Durchmesser von 7,03 um aufweisen, stellen diese
Kleinstgefile ein enormes Passagehindernis wihrend der kardiopulmonalen Perfusion
fiir diese Zellgruppe dar (34). Dieser Effekt wird verstarkt durch das Phinomen, dass
aktivierte gegeniiber nicht aktivierten Leukozyten eine deutlich eingeschrinkte
Elastizitét besitzen (33, 35), was folglich zu einer Stérung der Mikrozirkulation fithren
kann und im schlimmsten Fall einen mikrovaskuldren Verschluss herbeifiihrt (36, 37).
Diese Leukozytenkumulation generiert eine erhohte Anhdufung freier Radikale (34).

Unter Reperfusion des ischdmischen Lungengewebes und Myokards kommt es aufler
den oben angefiihrten Auswirkungen zu Verstirkung der Ischidmie assoziierten

Leukozytenadhédrenz an das aktivierte GefaBBendothel mit gesteigerter Plasmaexsudation

10



vom Intra- in den Extravasalraum (38, 39, 40) und konsekutiv zu einer Reduktion der

Regenerationsfdhigkeit des umliegenden Gewebes (z.B. durch freie Radikale) (41).

aktivierte Leukozyten

l l

Freisetzung von Freisetzung von

Mediatoren proteolytischen Enzymen

Histamine - FElastase
Leukotriene - Kollagenase

Kinine - Gelatinase
Prostaglandin

Bildung von

Sauerstoffradikalen

Oy
OHe

Hypochlorige
Saure

Reperfusionsschaden

Storung der
Mikrozirkulation

Mikrovaskulire
Verschliisse

Abbildung 2: Ursachen und Folgen von Reperfusionsschaden (42)
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1.4 DieRoalleder neutrophilen Granulozyten/des Endothels

1.4.1 Aktivierung neutrophiler Granulozyten

Kurz nach Beginn der EKZ vermindert sich der relative Anteil der zirkulierenden
Leukozyten im peripheren Blut, die Patienten werden neutropen (43). Daraufhin reagiert
das Knochenmark, das unter anderem fiir die Administration der im Blut zirkulierenden
Zellen zustindig ist, mit einer raschen Mobilisierung von Leukozyten, die ins
Blutvolumen ausgeschiittet werden, es resultiert eine Leukozytose. Komplementsystem
abhingige und wunabhingige Mechanismen fiihren innerhalb von aktivierten
neutrophilen Granulozyten zu Sekretion von Zytokinen, Produktion und Ausscheidung
von oxidativ wirksamen Metaboliten wie Superoxid Anionen, deren Metabolite
hypochlorige  Sdure und Hydroxylionen sowie anderen gewebetoxischen
Stoffwechselprodukten (44). Hypochlorige Sdure z.B. ist in der Lage, die im Blutplasma
physiologischerweise vorkommenden Antiproteasen zu inhibieren und die pathogenen
Eigenschaften der proteolytischen Enzyme dadurch zu verstirken. Antiproteasen
schiitzen das Gewebe vor lysierenden Enzymen wie der Elastase, die eine wichtige

Rolle als Schrittmacherenzym bzgl. der Gewebeschéden bei EKZ spielt (45-48).

1.4.2 Endothelreaktion auf den Einsatz der EKZ

Endothelschaden durch Ischimie und Reperfusion fordert eine Adhésion der
Neutrophilen an Endotheloberflichen. Normalerweise produzieren Endothelzellen
Substanzen, die die Adhidsion der Neutrophilen regulieren. Diese sind z.B. IL-1, PAF,
Adenosin, Prostazyklin und cAMP (49). Leukozyten reagieren mit den aktivierten
Endothelzellen auf verschiedenen @ Wegen. Durch die Expression der
Adhisionsmolekiile (ICAM-1, ELAM-1) und der Glykoproteine von Thrombozyten
(GMP-140, CD62) wird die zelluldre Interaktion gefordert (50, 51). Ein
Adhisionsrezeptor der Leukozyten, Integrin CD11b, ein Mediator fiir die Stimulierung
von Komplement- Anaphylatoxin, C5a, PAF und LTB4, wird unreguliert gebildet (19,
52). TNF-0, IL-1 und Endotoxin erleichtern die Adhésion der Leukozyten an
Endothelzellen (53). Aktivierte Leukozyten produzieren TNF-o, welches die Bildung
von IL-1 fordert. IL-1 stimuliert die Degranulation der Neutrophilen. Dieser Prozess
fihrt zu einer Aktivierung der Endothelzellen und einem Anstieg der

Adhisionsfahigkeit der Leukozyten. Dariiber hinaus fiihrt die Aktivierung der
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Neutrophilen durch Komplementproteine zu einer Reihe von biologischen Aktivititen.
Durch die Interaktion mit Arachidonsduremetaboliten der Thrombozyten produzieren
Neutrophile LTB4 und 5-HETE, die die Anhdufung an Neutrophilen und
Thrombozyten, die Degranulation der lysosomalen Enzyme der Neutrophilen und die
Permeabilitidtserhohung des Endothels verursachen (54). Die von Neutrophilen
gebildete Protease Kathepsin G aktiviert Thrombozyten zur Aggregation und Sekretion
(55) (siehe auch Abb. 4).
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Abbildung 3: Neutrophiler Granulozyt (44)
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Die EKZ fiihrt zur Aktivierung von Blutbestandteilen, insbesondere neutrophiler

Granulozyten, was in zwei voneinander unabhéngigen Phasen stattfindet: (56-58)

a) Fremdmaterial vermittelte Aktivierung:

Die systemischen entziindlichen Reaktionen werden in der friilhen Phase des
kardiopulmonalen Bypasses durch den direkten Kontakt der extrakorporal
zirkulierenden Blutbestandteile mit den nicht physiologischen Fremdoberflichen
(Plastikschlduche der EKZ, Oxygenatorsysteme) hervorgerufen (7). Der Kontakt des
Blutes mit den Fremdoberflichen ist hauptverantwortlich fiir die Adsorption von
Plasmaproteinen (v.a. Fibrinogen und Albumin), Aktivierung des Blutgerinnungsfaktors
Faktor Xlla sowie Freisetzung, Adhésion, Aktivierung und Aggregation der
Thrombozyten (59), die ihrerseits wiederum Oberflachenintegrine wie das Glykoprotein
IIb/ IlIa exprimieren und sich dadurch an Plasmaproteine binden. Das wéhrend der EKZ
applizierte Heparin, welches auf pharmakologischem Weg die plasmatische
Blutgerinnung im Sinne einer Antikoagulation moduliert und dadurch als sog. ,,high
dose Heparin zur Thromoboseprophylaxe innerhalb der extrakorporalen Zirkulation
eingesetzt wird, vermag allerdings die Interaktion zwischen den betroffenen
Blutbestandteilen und Fremdoberflachen nicht zu verhindern (60). Es kommt zu einer
gleichzeitigen Aktivierung des Komplement-, Kinin- Kallikrein-, Gerinnungs- und
Fibrinolysesystems sowie zur Freisetzung von chemotaktischen Faktoren der

Leukozyten (61, 62).

b) Fremdmaterial unabhingige Aktivierung:

Nach Offnen der Aortenklemme in der spiten Phase der extrakorporalen Zirkulation
werden eine Reihe von aseptischen entziindlichen Reaktionen hervorgerufen, dadurch,
dass aus den in erster Linie ischdmischen Organen Herz und Lunge, die ja in der Regel
aufgrund stark verminderter Durchblutung iiber mehrere Stunden duferst hypoxischen
Bedingungen ausgesetzt waren, Endotoxine und Mediatoren freigesetzt werden. Diese
sind ihrerseits wiederum dazu in der Lage, wichtige komplexe Systemkaskaden wie das
Gerinnungs-, Komplement-, und Fibrinolysesystem in unphysiologischer Weise zu
aktivieren und damit unerwiinschte homoostatische Wirkungen zu generieren (57, 63-

65). Im neutrophilen Granulozyten selbst kommt es als Reaktion auf den
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Entziindungsreiz zu einem Anstieg des Sauerstoffverbrauches und Glukoseumsatzes im
Hexomonophosphat Shunt der Glykolyse (,,respiratory burst®) (66), wodurch wiederum
Sauerstoffradikale  (v.a.  Superoxidanionen) produziert werden (67). Die
Leukozytensequestration findet man insbesondere in den Lungenkapillaren (68, 69) und

im Myokard (70, 71).

1.4.3  Gewebeschidden durch neutrophile Granulozyten

Leukozyten, vor allem neutrophile Granulozyten, spielen die Hauptrolle bei
funktionellen, metabolischen und strukturellen Gewebeschiddigungen im Rahmen
septischer und aseptischer akuter Entziindungsprozesse, da sie grundsdtzlich ihrer
physiologischen Bestimmung als phagozytierende und Fremdantigen zerstdrende Zellen
nachgehen. Nachdem die auslosende Agenzien, z.B. Fragmente des
Komplementsystems, Faktor  XII, Kallikrein oder die unterschiedlichen
Fremdoberflichen der EKZ an die multiplen Oberflaichenmolekiile und Rezeptoren der
Neutrophilen gebunden haben, beginnt eine komplexe Aktivierungskaskade dieser
Zellen, was sich z.B. im Verstopfen von Kapillaren durch Verminderung ihrer
Elastizitit (,,no reflow* Phanomen) wihrend der Reperfusionsphase sowie in einer
Aggregation untereinander oder einer Chemotaxis in Richtung der hochsten
Komplementkonzentration — dullert (72-74). Nach  Leukozytenadhdsion am
GefaBendothel der am SIRS beteiligten Organe und Sekretion von TNF-o kommt es
seitens der Endothelzellen zur Sekretion von chemotaktischen Molekiilen und IL-1, die
einerseits die Adhdrenz der Neutrophilen am Endothel und Aggregation untereinander
katalysieren und andererseits deren Degranulation mit Freisetzung von lysosomalen
Enzymen sowie der Bildung reaktiver Sauerstoffradikale stimulieren (75-77).

Wihrend der Reperfusionsphase kommt es letztlich durch Infiltration von Leukozyten
zu einem  Subepikardschaden des Myokards und eine  verminderter

Regenerationsfdhigkeit der Kontraktilitdtseigenschaften des Myokards (33).
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Abbildung 4: Aktivierter neutrophiler Granulozyt (44)

1.5 Thrombozyten— Neutrophilen I nteraktion

Es gibt Hinweise, die darauf schlieBen lassen, dass die Prdsenz von aktivierten

Leukozyten wihrend der akuten Phase der Entziindungsreaktion eine aktive Rolle bzgl.

Modulation der Thrombozytenfunktion spielt und umgekehrt (78).
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Thrombozyten setzen Arachidonsduremetaboliten, PAF, PDGF und PF4, die die
Adhésion und chemotaktische Aktivitit der Neutrophilen sowie die Generation der
Superoxidanionen bewirken konnen, frei (79). Aktivierte Thrombozyten reagieren mit
aktivierten Endothelzellen und kénnen an Neutrophile adhirieren (80).

Das von geschidigten Blutelementen freigesetzte ADP stimuliert Thrombozyten zur
Sekretion von TXA2, PF4, PDGF und PAF, die unterschiedliche entziindliche
Reaktionen hervorrufen. Diese bestehen in einer Vasokonstriktion, einer
Bronchokonstriktion und einer chemotaktischen Reaktion der Leukozyten und
Thrombozyten am Endothel (78). Weiterhin wird aus dem Arachidonsduremetabolismus
eine Reithe von Substanzen, die von Neutrophilen metabolisiert werden konnen,

gebildet.

1.6 Strategien zur Reduktion unerwiinschter pathogener Eigenschaften der
extrakorporalen Zirkulation

Bereits kurz nach Einfiilhren der EKZ in den operativen Alltag im Jahre 1953 durch
Gibbon wurde klar, dass ihr klinischer Nutzen auch von unerwiinschten Wirkungen
begleitet ist, die den Patienten schéddigen. Bis zum Beginn der Neunziger Jahre des
vergangenen Jahrhunderts wurden zahlreiche verschiedene Versuche unternommen, die
durch die EKZ unerwiinschten pathogenen Wirkungen, zu minimieren. Einerseits gab es
Ansiétze auf pharmakologischer Ebene (81-84). Andererseits wurde versucht der durch
die EKZ verursachten Pathogenitdt auf mechanisch technischem Wege gegeniiber zu
treten und die potentiell schiadigenden Stoffe aus dem Kreislauf an verschiedenen
Stellen heraus zu filtern. Auch diese Versuche blieben ihrerseits nicht ohne

Nebenwirkungen (85).

1.6.1 Pharmakologische Interventionen

Durch die Vielzahl der an SIRS beteiligten Molekiilen und Stoffwechselschritten bietet
sich gleichzeitig eine breite Palette pharmakologischer Ansitze, um diese zu blockieren

oder wenigstens in ihrer Auswirkung abzuschwichen. Allerdings zeigte sich, dass viele

eingesetzte medikamentdse Préparate, die im Tierversuch viel versprechende
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Ergebnisse lieferten, beim operierten Patienten selbst weitaus weniger effektiv waren
(81).

Es wurden Versuche unternommen, die inflammatorische Antwort mit Kortikosteroiden
zu blockieren, die die Produktion von TNFa und LTB4 minimieren (86). Aprotinin
sollte Thrombozyten vor ihrem Abbau und Wirkungsverlust schiitzen und als Protease
Inhibitor die Wirkung des Fibrinolyse- und Kallikreinsystems abschwéchen (87).
Monoklonale  Antikérper wurden gegen Granulozytenadhdrenz  vermittelnde
Oberflachenmarker wie CD 11b/ CD 18 eingesetzt. Des Weiteren versuchte man die
aseptische Entziindungsreaktion mit Elastase Inhibitoren (88), O, Radikalfingern (z.B.
Vitamin C und E), Xanthinoxidaseinhibitoren wie Allopurinol (89) und Inhibitoren des

Arachidonsdurezyklus bzw. PAFs zu kontrollieren (90).

1.6.2 Filtration in der arteriellen Linie

Die zu Beginn der siebziger Jahre eingefiihrte Filtration in der arteriellen Zufuhr der
EKZ wurde zunéchst kontrovers diskutiert, da ein arterieller Filter eine Vergroferung
der thrombogenen Oberfliche mit potentiell vergroBerter hamolytischer Wirkung der
EKZ darstellte. Einige Jahre nach ihrer Einfilhrung wurde teilweise iiber ihre
Auswirkungen berichtet (88, 89). Dieses umstrittene Verfahren ist allerdings nicht in
allen kardiochirurgischen Zentren gingig.

Die heute in der arteriellen Zufuhr der EKZ gebriuchlichen 40um Filter verhindern
wirkungsvoll die besonders in den ersten 5-10 Minuten der EKZ auftretenden
Mikroembolien von Gasen und Partikeln, welche vor allem das Kapillarbett von
Organen wie Lunge, Leber, Gehirn und Nieren belasten und damit zu klinisch
relevanten Gewebedysfunktionen fithren wiirden (5, 91, 92). In Abb. 5 sind die

heutzutage in der EKZ eingesetzten Filtersysteme schematisch dargestellt.
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Abbildung 5: EKZ Filter systeme (13)

Aufgrund der vermehrten Hinweise, dass sowohl homologe als auch autologe
Leukozyten eine Reihe von klinisch relevanten Nebenwirkungen hervorrufen, gewann
die Technologie der Leukozytendepletion in der Herzchirurgie in den letzten 10-15
Jahren immer mehr an Bedeutung (92-95). Seit Anfang der Neunziger Jahre des
vergangenen Jahrhunderts kommen neue, leukozytenspezifische Filtersysteme zum
klinischen Einsatz, da die zentrale Rolle der aktivierten neutrophilen Granulozyten bzgl.
der Generierung des aseptischen Entziindungsgeschehens beim mit EKZ operiertem
Patienten erkannt wurde. Diese Leukozytenfilter (LF) werden, dhnlich wie die
arteriellen Filter, in der arteriellen Zufuhr der EKZ platziert. Erginzend zu den oben
angefiihrten, vor Embolie schiitzenden Mikropartikelfiltern in der Blutkardioplegie,
dem Prebypass, der Retransfusion und der Kardiotomie werden Leukozytenfilter auch
bei Gabe homologer Blutpriparate und autologem Blut wihrend extrakorporaler

Zirkulation angewandt, um auf mechanischem Wege aktivierte neutrophile
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Granulozyten zu entfernen. Das in der Herz-Lungen-Maschine verbliebene autologe
Blut mit den darin befindlichen Leukozyten wird hiufig postoperativ retransfundiert. Es
wurde bei Patienten nach Herzoperationen gezeigt, dass durch Filtration von 2 Litern
Restblut aus der Herz-Lungenmaschine die periphere Zirkulation verbessert und die
postoperativen Entzlindungsreaktionen gegeniiber nicht gefilterten Leukozyten,
retransfundierten  Restblutmengen gesenkt wurden. Weiterhin traten keine
postoperativen Infektionen auf (96). Bzgl. Leukozytendepletion von homologen
Blutpraparaten konnte nachgewiesen werden, dass sich postoperative Infektionsraten
verringern und Cytomegalievirusiibertragungs- bzw. -reaktivierungsraten deutlich
reduziert werden (97, 8). Dariiber hinaus ist die leukozytendepletierte
Kardioplegielosung in der Lage, Reperfusionsschidigungen am Herzen zu reduzieren
(98-100). Bluttransfusionen fithren genau wie Traumen, Verbrennungen und groflere
Operationen zu erheblichen Modulationen innerhalb der verschiedenen Kaskaden des
Immunsystems. Ausdruck dessen ist meistens eine deutliche Schwichung der T Zell-
vermittelten Immunabwehr als Teil des erlernten Immunsystems (101) aber gleichzeitig
eine iiberschieBende Neutrophilenaktivitit als Teil des angeborenen Immunsystems.
Aus diesem immunsuppressiven Effekt von Bluttransfusionen ergeben sich
vielschichtige klinische Konsequenzen. Insbesondere herzchirurgische Patienten leiden
wihrend und nach ihren Operationen an einer Immunsuppression, da der Kontakt des
extrakorporal zirkulierenden Blutes mit Fremdoberfldchen wie oben schon erwéhnt eine
zusétzlichen Storung bzw. Schwichung des Immunsystems herbeifiihrt (102). Die
perioperativ erhohte Aktivitit der Neutrophilen gilt es zu beeinflussen. In diesem
Zusammenhang scheint die verldngerte Lebensdauer der Neutrophilen durch
verminderte Apoptoseinduktion eine wichtige Rolle fiir die inflammatorische Potenz im

Rahmen der EKZ zu spielen (157).

Obwohl mehrere klinische Studien teilweise Vorteile der Leukozytenfiltration im
arteriellen Schenkel aufgezeigt haben (103-105) fehlt jedoch noch immer ein Konsens
zur Effektivitit der heute verfiigbaren Leukozytenfilter (106-109, 69). Bzgl. des
Zeitpunkts fiir die Entfernung der Neutrophilen aus der EKZ wurde die so genannte
Reperfusionsphase als giinstig diskutiert (110). Ein erheblicher Nachteil der
Leukozytenfilter ist a) das Risiko eines moglichen Filterwechsels bei Verschluss oder
Widerstandserhohung im Leukozytenfilter und b) die bereits verminderte Effektivitit

des Leukozytenfilters zum Zeitpunkt der groflten Leukozytenpathogenitdt wahrend der
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kardiopulmonalen Reperfusionsphase gegen Ende der EKZ. Die Ergebnisse bzgl. eines
postoperativen klinischen Vorteils durch Leukozytendepletion bzw. den Einsatz von LF
wihrend der extrakorporalen Zirkulation gegeniiber einem ungefilterten Kreislauf sind
allerdings aufgrund jiingster Studienlage als nicht iiberzeugend einzustufen. Altere
Studien belegen zwar, dass Leukozytendepletion zu einer Verringerung bzw.
Vermeidung von Reperfusionsschddigungen nach extrakorporaler Zirkulation und
Ischdmie und damit zu einer optimierten Organprotektion (90, 111-117) fiihrt. Im
Rahmen diverser prospektiver Studien konnte allerdings in jlingster Zeit gezeigt
werden, dass Leukozytenfiltration bei mit EKZ operierten Patienten keinen eindeutigen
postoperativen klinischen Nutzen erbringt (108). Diesbeziiglich wurde sowohl ein
Hochrisikokollektiv als auch ,herkdmmliche* kardiochirurgische Patienten untersucht
(107). Als Endpunkte dienten unter anderem Parameter wie postoperative
Beatmungszeiten und Aufenthalt auf der Intensivstation oder PMNE-, CK-MB-, NSE
und MPO Serumkonzentrationen. Hierbei konnte kein eindeutiger klinischer Nutzen
bzgl. der Anwendung von Leukozytenfiltersystemen im Rahmen der EKZ
nachgewiesen werden. Interessanterweise zeigten sich sogar erhohte Werte fiir die
PMNE und MPO Serumkonzentrationen bei mit LF operierten Patienten verglichen mit
Patienten, die ohne LF operiert wurden (107), so dass man moglicherweise sogar eine
schdadigende Wirkung von LF auf den postoperativen Verlauf der Patienten diskutieren

muss (118).

1.7 Zielsetzung dieser Arbeit

Aufgrund der oben angefiihrten Feststellung, dass von aktivierten Leukozyten
sezernierte Molekiile wie Zytokine, Sauerstoffradikale und Enzyme eine signifikante
Rolle bei der Entstehung von pathogenen Folgeerscheinungen nach herzchirurgischen
Eingriffen mit EKZ spielen, besteht die Hauptaufgabe dieser Arbeit darin, die bisher im
Rahmen kardiochirurgischer Operationen mit EKZ benutzten Leukozytenfilter durch
neue, antiinflammatorische Strategien abzuldsen. Die seit Anfang der 90er Jahre des
vergangenen Jahrhunderts etablierte Leukozytendepletion zeigt keine eindeutigen
klinischen Vorteile. Zielsetzung dieser Arbeit war es, dahingehend eine Verbesserung
zu schaffen, dass das gesundheitliche Management von kardiochirurgischen Patienten
durch eine effiziente Leukozyteninaktivierung im Rahmen der EKZ im Sinne einer

Minimierung des EKZ vermittelten immunogenen Traumas optimiert wird. Dies kann
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entweder z.B. indirekt durch Bindung der proinflammatorischen Zytokine und deren
Entfernung aus dem in der extrakorporalen Zirkulation befindlichen Blut oder direkt
durch Inaktivierung von neutrophilen Granulozyten mittels biologischer Inaktivierung
wie Apoptoseinduktion erreicht werden. Damit kommt es zu einer Reduktion der
postoperativen Organdysfunktion und einer verkiirzten Krankenhausverweildauer sowie

einer Okonomisierung der anfallenden Behandlungskosten.
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2 Material und Methode

2.1 Zedlkulturmodelle

2.1.1 Isolierung und Kultivierung von Endothelzellen aus Nabelschnurvenen

Neugeborener

Humane Endothelzellen wurden aus Nabelschnurvenen Neugeborener nach einer von
Jaffe et al., 1973 (119) beschriebenen und fiir die eigenen Versuche modifizierten
Methode isoliert. Die Nabelschnurvenen wurden zundchst mit phosphatgepufferter
Salzlosung (PBS; ICN, Meckenheim) durchgespiilt und danach mit o-
Chymotraselosung fiir 10 min. inkubiert. Die dabei aus der Nabelschnurvenenwand
herausgelosten Zellen wurden in M199 Medium (Gibco, Eggenstein) mit 10 %
humanem Serum, 10 % fetalem Kilberserum (FCS, Gibco), 100pg/ml Gentamycin
(Gibco), 10 IE/ml Heparin (Hoffmann- La Roche, Basel, Schweiz), 200mM L-Glutamin
(Seromed Biochrome, Berlin), 25pg/ml ECGF (Boehringer Mannheim), 1 M Hepes
Puffer (Seromed Biochrome) bei 37° C und 5% CO, in befeuchteter Atmosphéire
kultiviert. Hierbei wurden unbeschichtete Kunststoftkulturflaschen (Becton Dickinson,
Heidelberg) mit einer Wachstumsfliche von 75 ¢cm? und einem Gesamtvolumen von
300 ml benutzt. Der Medienwechsel und das Umsetzen der Zellen fanden in einem
Rhythmus von durchschnittlich 2-3 Tagen statt. Hierzu werden bei einem
Gesamtvolumen von 30 ml Zellsuspension nach Abldsen aus dem Monolayer je
Kulturflasche 20 bis 28 ml entnommen, die verbleibenden 2 bis 10 ml werden
anschlieBend mit entsprechender Menge Medium aufgefiillt.

Als Nachweis fiir die Reinheit der Endothelzellkulturen diente als standardisierte
Kontrolle eine immuncytochemische Markierung des Faktor VIII —von Willebrand-
verwandten Antigens (F-VIII-vWr). Die Spezifitit des Antikorpers wurde in
Vorversuchen an Gefrierschnitten von Nabelschniiren und an Lebergewebe getestet.
Zusitzlich wurden die Kulturen als Gegenprobe auf das Vorhandensein von
Monozyten/Makrophagen {iberpriift. Als Marker wurde dazu der monoklonale

Antikdrper MAC387 der Firma Camon (Wiesbaden) verwendet.
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2.1.2 Kultivierung und Préparation von CD95 Rezeptor positiven und CD95 Rezeptor

negativen Jurkat Zellen

Jurkat Zellen wurden bereitgestellt von Prof. Cinatl, Institut fiir Medizinische Virologie,
Klinikum der Johann Wolfgang Goethe-Universitdt, Frankfurt am Main. Die
Kultivierung erfolgte in RPMI 1640 Medium (Gibco) mit 5% fetalem Kilber Serum
(Seromed Biochrome), 2 mM L-Glutamin, Penicillin (100 u/ml), und Streptomycin (100
mg/ml, Gibco) in befeuchteter Atmosphére bei 37°C Umgebungstemperatur, 5% CO:
und einer Dichte von ca. 10° Zellen/ml. Hierbei wurden unbeschichtete
Kunststoffkulturflaschen (Becton Dickinson, Heidelberg) mit einer Wachstumsflédche
von 75 cm’® und einem Gesamtvolumen von 300 ml benutzt. Der Medienwechsel und
das Umsetzen der Zellen fanden in einem Rhythmus von durchschnittlich 3 Tagen statt.
Hierzu werden bei einem Gesamtvolumen von 30 ml Zellsuspension je Kulturflasche 20
bis 28 ml entnommen, die verbleibenden 2 bis 10 ml werden anschlieend mit
entsprechender Menge Jurkatzellndhrmedium (JCM) aufgefiillt. Die Zellen erscheinen

im mikroskopischen Hellfeldbild rund und ohne besondere Kennzeichen.

2.1.3 Isolierung, Kultivierung und Préparation von neutrophilen Granulozyten

Neutrophile Granulozyten wurden aus dem peripheren vendsen Blut des gesunden
Erwachsenen isoliert. Peripheres venodses Blut wurde mit 9 ml- Heparinrdhrchen
(Monovette®; Sarstedt, Niimbrecht) abgenommen, im Verhidltnis von 1:1 in
Polymorphprep™ (Nycomed, Oslo, Norway) verdiinnt und anschlieBend ohne Bremse
fiir 30 — 45 Minuten zentrifugiert. Die neutrophilen Granulozyten wurden vorsichtig
abpipettiert. Nach zweimaligem Waschen in PBS (ICN) wurden die Zellen abpipettiert
und in 2ml M199-Medium (Gibco) mit 100 pg/ml Gentamycin (Gibco), 10 IE/ml
Heparin (Hoffmann- La Roche), 200 mM L-Glutamin (Seromed- Biochrome) und 1M
Hepes Puffer (Seromed- Biochrome) suspendiert. Fiir die experimentellen
Untersuchungen wurden die neutrophilen Granulozyten in Endothelzellmedium zu 1 x

10°/ ml verdiinnt.

24



2.2 Beschichtung von Dynal Microbeads mit anti TNF-a

Zur Beschichtung von Microbeads mit anti TNF-o. wurden magnetische Dynabeads
M-450 Rat anti- Mouse IgG1 der Firma Dynal, Oslo- Norwegen mit monoklonalem anti
TNF-a IgG (R&D Systems, Minneapolis USA) flir 60 Minuten in Zentrifugenrohrchen
inkubiert. AnschlieBend wurde das Rohrchen an einen Magneten gehalten, so dass die
Antikdrper beschichteten Dynabeads sich am Rohrchenrand, genauer gesagt auf
Kontakthohe des Magneten mit dem Rohrchen befanden und sich dadurch am inneren
Rand des Zentrifugenrohrchens ansammeln konnten. So wurde das Abpipettieren des
restliche Fliissigkeitsiiberstandes ermoglicht, der anschlieend verworfen wurde. Die
Antikorper beschichteten Microbeads wurden danach fiir einen Versuch (siehe 3.1.2 in

Abschnitt 3) wieder in Losung gebracht.

2.3 Beschichtung von Pall L G-6 Filtermembran mit anti TNF-a, IL-1 und IFN-y

Zur Beschichtung einer sich im Modell LG-6 befindenden Leukozytenfiltermembran
der Firma Pall Corporation (New York) wurde ein Modell einer extrakorporalen
Zirkulation, bestehend aus einem 1/4 Zoll dicken sterilen Herz- Lungenmaschinen
Schlauch (Jostra Medizintechnik GmbH, Hirrlingen), einer Original HLM Rollerpumpe

und eines Pall LG-6 Leukozytenfilters entworfen:

 S—

D b
Bollerpampe

Leuk cmybenfiter | 1 |
Pall Li3-6

Entnafme von e 1,5 ml Lasung aus dem Filterkreslauf unter
Zubdfrnahme emer 3 ml Spotze, daven je 1 ml pro
entsprechendsm Leoch der 12 Loch Endothelesliplatte und 0.5 mi
Liésung pro Jetpunket fur BLTZA

Schlaucheystem

Abbildung 6: Zytokinkreislauf Schema
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Das Fiillvolumen des gesamten Kreislaufes betrug 250 ml, im einzelnen 200 ml
Leukozytenfiltervolumen selbst und 50 ml Volumen im Schlauchsystem. Als Pumpe
fungierte eine herkdmmliche, heutzutage gingige HLM Rollerpumpe. Nach
Konnektieren des Schlauchsystems mit dem Zufluss des Leukozytenfilters wurden
Filter und Schlauchsystem mit dem Gesamtvolumen von 250 ml 0,9%iger NaCl Losung
aufgefillt. In Losung befanden sich 0,2 ug anti TNF-a (R&D Systems, Wiesbaden) /ml
NaCl, bzw. 0,2 ug anti IL-1 (R&D Systems, Wiesbaden) /ml NaCl, bzw. 0,2 pg anti
IFN-y (R&D Systems, Wiesbaden) /ml NaCl. Nach Auffiillen des Kreislaufsystems mit
der Antikorper haltigen, isotonen NaCl Losung und Einlegen des geschlossenen Filter-
Schlauchsystem in die EKZ Rollerpumpe wurde diese mit einer Flussgeschwindigkeit
von 41 Volumen/min gestartet. Die Zirkulationsdauer der Antikérperlosung betrug 60
min. Nach Ablauf der 60 min wurde die Zirkulation der Rollerpumpe gestoppt, das
Schlauchsystem an der Abflussseite des Leukozytenfilters dekonnektiert und das
Fillvolumen durch Schwerkraft aus dem System abgeleitet. Nach Entleeren des
Fiillvolumens wurde das Schlauchfiltersystem an der Abflussseite erneut konnektiert
und an der Zuflussseite dekonnektiert. Darauthin erfolgte die Befiillung des Kreislaufes
mit ECM: 10u TNF-o/ml ECM, 100u IL-1/ml ECM und 250u IFN-y/ml ECM,
entsprechend der jeweiligen Filterbeschichtung. Nach erneutem Konnektieren des
Schlauchsystems mit der Filterzuflussseite und Einlegen des Schlauches in die
Rollerpumpe erfolgte der Start des Systems mit einer Flussgeschwindigkeit von 41/min.
Nach einem Zeitraum von 5, 30 und 60 min erfolgte die Entnahme von 1,5 ml des
Antigen haltigen zirkulierenden ECMs aus dem zirkulierenden System iiber einen am
Filterkopf konnektierten Dreiwegehahn (sieche Abb.6). Anschliefend wurde dieses
Entnahmevolumen sofort wieder durch entsprechendes antigenhaltiges ECM gleicher
Konzentration iiber den Dreiwegehahn ersetzt. Mit Iml des entnommenen ECMs
wurden HUVECS fiir 24 h inkubiert. Anschlie8end erfolgte eine ICAM-1 Messung am
FACscan fiir die mit TNF-a und IL-1 haltigem ECM inkubierten HUVECS und HLA-
DR Messung (HLA Molekiile der Klasse II) fiir die mit IFN-y haltigem ECM
inkubierten HUVECS. Die restlichen verbliebenen 0,5ml in der Spritze wurden beim

Durchlauf mit (anti) TNF-a fiir einen ELISA benutzt (siehe 3.1.3 in Abschnitt 3).
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2.4 Beschichtung von Pall L G-6 Filter membranen mit anti CD95 IgM

Fir die in Abschnitt 3.2. und 3.3. beschriecbenen Versuche wurden
Leukozytenfiltermembranstiicke des Modells Pall LG-6 (s. 0.) mit monoklonalem
Antikorper (Klon CHI11, Fa. Immunotech, Marseille Cedex, Frankreich) per
Sedimentation beschichtet. Hierfiir wurde eine sterile Pall LG-6 Filtereinheit durch
Aufsidgen des Filtergehduses soweit erdffnet, dass die Filtermembran entnommen
werden konnte. AnschlieBend wurden aus der entnommenen Membran kreisformige
Stiicke herausgeschnitten, die in ihrer Flache der Bodenfliche einer Vertiefung einer 12-
Lochplatte entsprachen. Nach Herausschneiden der Stiicke aus der Filtermembran
wurden diese auf dem Boden der 12-Lochplatten platziert, so dass anschlieBend der
Beschichtungsvorgang in aqua dest. verdiinnten anti CD95 IgM begonnen werden
konnte. Es wurden Konzentrationen von 0-500 ng anti CD95 IgM/ml aqua dest.
verwendet. Die Beschichtung wurde per Sedimentation fiir 2 Stunden durchgefiihrt.
AnschlieBend wurden die potentiell am Innenrand des jeweiligen Loches verbliebenen
Antikdrperreste durch dreimaliges Waschen mit 500 pl aqua dest. (Eppendorfpipette)
entfernt. Die Inkubation der 12 Lochplatten fiir die Kontrollmessungen ohne
Filtermembranen erfolgte nach gleichem Prinzip. Nach dem oben beschriebenen
Waschvorgang wurden dann entsprechend dem Aufbau entweder 1 ml Jurkatzelllosung
(Abschnitt 3.2.) oder 1ml Granulozytenlosung (Abschnitt 3.4.) pro Plattenloch in einer
Konzentration von 10° Zellen/ml Jurkatzellmedium bzw. ECM hinzugegeben. Die
Inkubationsdauer erfolgte wie in Abschnitt 3 beschrieben entsprechend dem
Versuchsaufbau. Nach Inkubation wurden die Zellen aus den 12-Lochplatten
entnommen und mit PBS Waschpuffer gewaschen. AnschlieBend erfolgte die
Inkubation mit Propidiumiodid und Annexin V FITC zur Durchfiihrung der
Vitalitdtsbestimmung und Detektion toter Zellen. Nach diesem Inkubationsvorgang
wurde am FACscan eine Quadrantenanalyse im FL-1 FL-2 Dotblot zur Ermittlung des
Vitalitits- bzw. Apoptosezustands der Zellproben ermittelt: unterer linker Quadrant:
vitale, nicht apoptotische Zellen, unterer rechter Quadrant: frith- apoptotische Zellen,
oberer rechter Quadrant: spét- apoptotische + nekrotische Zellen, oberer linker

Quadrant: nekrotische Zellen (siehe auch Abbildung 7 in Abschnitt 2.6).
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25 Zytokine

Fiir die Standardisierung der Modulation von Zelladhdsionsmolekiilen (ICAM-1) bzw.
HLA Antigenen auf der Zellmembran humaner Endothelzellen wurden rekombinante
Zytokine im Zellkulturmodell eingesetzt. Die gewdhlten Zytokine spielen bei der
zellvermittelten Immunabwehr eine bedeutende Rolle. Stammlosungen der Zytokine
wurden aliquotiert und bei —20°C oder —80°C bis zur Verwendung gelagert. Die
Endkonzentrationen der jeweiligen Zytokine wurden durch weitere Verdiinnung in
Endothelzellkulturmedium erreicht. Verschiedene Konzentrationen der jeweiligen
Zytokine wurden auf die Eigenschaft getestet, die Expression von

Zelladhdsionsmolekiilen bzw. HLA Antigenen auf der Zellmembran zu modulieren.

2.6 Verwendete M essmethoden

2.6.1 Durchflusszytometrie

»Fluorescence- activated cell sorter (FACS). Fiir die durchflusszytometrischen
Messungen wurde ein FACscan der Firma Becton Dickinson benutzt, bei dem ein
Argon Laser als Lichtquelle fungierte. Durch ein Prisma wird eine einzige Wellenldange
von 488nm ausgewdhlt. Die Grundeinstellung fiir die zu messenden Parameter
(ZellgroBe, Granularitit, Fluoreszenz —1, - 2, -3) wurde in Vorversuchen fiir die Analyse
von Endothelzellen angepasst. Einzelzellsuspensionen von Endothelzellen wurden
mittels Immunfluoreszenzfiarbungen gegen das fiir Endothelzellen spezifische Faktor
VIII von Willebrand verwandte Antigen markiert. Die Immunfloureszenzfarbung wurde
in abgedunkelten Zentrifugenrdhrchen aus Polypropylen (Fa. Nunc, Wiesbaden) mit V
formigem Boden durchgefiihrt. Die markierten Zellen wurde fiir die FACscan Analyse
in einem Endvolumen von 200ul Waschpuffer resuspendiert. Durch einen Uberdruck im
Fliissigkeitssystem wird die Zellsuspension aus den Probenréhrchen in den Kreislauf
der Tréagerfliissigkeit des FACscan tberfiihrt. Die hydrodynamische Fokussierung des
aufwirtsgerichteten Fliissigkeitsstromes gewihrleistet, dass die suspendierten Zellen
einzeln und hintereinander an dem Analysepunkt in der Messkiivette vorbeigeleitet
werden. Der Analysepunkt ist die Stelle, an der das Licht des Laserstrahles den
Fliissigkeitsstrom mit den darin enthaltenen Zellen in einem rechten Winkel kreuzt.
Gemadl dem Prinzip der Dunkelfeldmikroskopie wird bei der Durchflusszytometrie die

Sichtbarmachung der Lichtstreuung ausgenutzt. Zur Lichtstreuung tragen
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Zelleigenschaften wie ZellgroBBe, Zellmembran, Zellkern und intrazelluldre granuldre
Bestandteile bei. Das Licht wird entlang des einfallenden Lichtstrahles gestreut und als
Vorwirts Streulicht (FSC = forward light scatter) bezeichnet. FSC ist hauptsichlich ein
Mal fiir die ZellgroBe (kleine Zellen streuen weniger Licht als grof3e). Das im rechten
Winkel zum einfallenden Lichtstrahl gestreute Licht hiangt von der Zelldichte und der
Granularitdt, nur zum geringen Teil von der Zellgroe ab. Dieses Licht wird als

Rechtwinkelstreulicht (SSC = sideword light scatter) bezeichnet.

Fiir die Messung der Fluoreszenz werden Fluorchrome mit einem Absorptionsmaximum
in der Ndhe der 488nm Linie verwendet. Der dafiir am hiufigsten verwendete Farbstoff
ist FITC (Fluorescein-isothiocyanat). Das Absorptionsmaximum fiir FITC liegt bei 495
nm, das Emissionsmaximum bei 520 nm (FL1). In dieser Arbeit ebenfalls als Farbstoff
verwendet wurde Propidiumjodid (PI). Beide Farbstoffe sind ebenso bei 488nm
anregbar, die Emissionsmaxima liegen aber bei 576 nm (FL2) respektive 639 nm (FL3).
Alle fiinf Signale (FSC, SSC, FL1; FL2, FL3) werden fiir jede einzelne Zelle mittels
elektronischer Schaltungen gemessen und quantifiziert. Der FACscan besitzt zwei Arten
von Detektoren. Das Vorwértsstreulicht wird von einer Photodiode in einen
proportionalen elektrischen Strom umgewandelt, wihrend die anderen vier Parameter
von PhotorShrchen / PMT = photomultiplier tube) detektiert werden. Photodioden
haben eine geringere Lichtempfindlichkeit als Photordhren, die ein schwaches
Lichtsignal um mehrere GroBenordnungen verstirken konnen. Die Spezifitdt eines
Detektors fiir jeden Farbstoff wird dadurch optimiert, dass vor den Detektor ein
Bandpassfilter geschaltet ist, der einen engen spektralen Bereich in der Nihe des
Emissionsmaximums des jeweiligen Farbstoffes durchlésst.

Die Intensitét des Lichtsignals fiir jeden der fiinf Parameter wird also in ein elektrisches
Signal umgewandelt. Ja nach Hohe der Amplitude wird das Signal einem bestimmten
Kanal zugeordnet. Viele Signale (verschiedener Zellen) konnen demselben ,,Kanal®
zugeordnet werden. Das Intensitétsprofil eines gemessenen Parameters wird so als
Haufigkeitshistogramm dargestellt. Die horizontale Achse bezeichnet den Bereich in
Kanilen (0-1023), die vertikale Achse die Anzahl von Zellen je ,,Kanal“. Die mittlere,
mediane und modale Verteilung der Fluoreszenzintensitit konnte neben anderen
statistischen Parametern bei jeder einzelnen Messung ermittelt werden. Bei den meisten
Analysen wurden die Medianwerte der Verteilung der antikorperspezifischen (z.B. anti

IACM-1 bzw. anti CD54) Fluoreszenzintensitit von unbehandelten Kontrollen, z.B.
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Endothelzellen mit den Werten behandelter Proben (z.B. Endothelzellen mit TNF-a)
verglichen. Zunédchst musste eine standardisierte Geréteeinstellung {iber die
Empfindlichkeit der Photodetektoren fiir die eigenen Versuchsbedingungen etabliert
werden. Durch die Variation des sekundédren Antikorpers (FITC konjugiert) konnte eine
optimale FACscan Einstellung fiir den Farbstoff bei der Messung von Endothelzellen
definiert werden. Zum Ausgrenzen von Zelldebris wurde ein Fenster um die
Endothelzellwolke definiert. Die Daten von 1 x 10* Zellen pro Messung wurden mittels
eines direkt angeschlossenen Computers von Hewlett Packard auf Diskette gespeichert.

Zur Messung und Auswertung der Messdaten wurde das Softwareprogramm ,,FACscan

™ Research Software Version 3.1 von Becton Dickinson verwendet.
2.6.1.1 Anfarbung und ICAM-1/HLA-DR II Bestimmung bei HUVECS

Protokoll der Firbemethode fiir die FACscan Analyse mit adhdrent wachsenden

Endothelzellen:

-Absaugen des Kulturmediums

-Dreimaliges Waschen der Einzelzellschicht mit Ca”" freiem PBS, mit 0,02% EDTA

-Kontrollieren der Integritit des Zellverbandes unter dem Mikroskop. Bei beginnender
Auflockerung der Zell-Zell Verbindung vorsichtig mehrfaches Pipettieren der Zellen,
bis alle Zellen einzeln suspendiert sind

-Kontrolle unter dem Mikroskop

-Pipettieren der Proben in konische Zentrifugenréhrchen (passend fiir FACscan)

-Zentrifugieren der Zellen bei 200 x g in PBS mit 10% FCS

-Vorsichtiges Absaugen des Uberstandes

-Fixierung der Zellen mit Methanol fiir 10min
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-Zweimaliges Waschen in Waschpuffer mit 1% BSA, 0,1% Natriumazid und 0,2%

Tween 20. Zugabe von Waschpuffer, Resuspension, Zentrifugation

-Inkubation mit dem fluoreszenzkonjugierten (FITC) Primarantikorper fiir eine Stunde

-zweimaliges Waschen in Waschpuffer (wie oben)

-Resuspendieren in 0,2ml Waschpuffer

-FACscan Messung

Bei Verwendung eines unkonjugierten Primédrantikdrpers wurde in einem zweiten
Inkubationsschritt ein entsprechender fluoreszenzkonjugierter, sekundérer Antikorper

(Ziege Anti Maus) fiir 45 Minuten auf Eis im Dunkeln inkubiert.

2.6.1.2  Vitalitatsfarbung/Apoptosemessung bei neutrophilen Granulozyten sowie

CD95 positiven und negativen Jurkatzellen mit FITC Annexin/PI

Phosphatidylserin (PS) findet sich normalerweise auf der Innenseite der Zellmembran
einer lebenden Zelle. Wihrend der Apoptose ("programmierter Zelltod") wird PS auf
die AuBenseite der Membran transloziert. Annexin V bindet sich an PS. Durch
Markierung von Zellen mit FITC-Annexin V kann man apoptotische Zellen
durchflusszytometrisch nachweisen.

Werden Zellen nekrotisch und ihre Membran durchléssig, kann FITC-Annexin V in die
Zellen eindringen und sich an die Innenseite der Membran binden. Daher kdnnen bei
alleiniger Farbung von Zellen mit FITC-Annexin V apoptotische nicht von nekrotischen
Zellen unterschieden werden. Man kombiniert daher die FITC-Annexin V Markierung
mit einer Propidiumiodidfarbung. Das Propidiumiodid (PI) dringt nur in Zellen mit
durchlédssiger Membran, also in nekrotische Zellen ein, da es die Zellmembran vitaler
Zellen nicht passieren kann, und interkaliert zwischen Basen doppelstringiger
Nukleinsduren devitaler Zellen. Lebende Zellen sind daher Annexin negativ und PI
negativ, apoptotische Zellen sind Annexin positiv und PI negativ, nekrotische Zellen

sind Annexin positiv und PI positiv (siche Abbildung 7).
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Neutrophile wurden aus dem heparinisierten Blut wie oben beschrieben isoliert und mit
0,25pg/ml FITC konjugiertem Annexin V und 10 pl PI inkubiert. AnschlieBend wurden
die Zellen dann im Durchflusszytometer (FACscan, Becton Dickinson) analysiert.
Analog wurde auch mit den kultivierten (s. 0.) CD95 positiven und negativen
Jurkatzellen verfahren. Im Rahmen der Analyse wurden, analog obiger Erklarung, drei
Subpopulationen identifiziert: vitale Zellen (FITC-/PI-), apoptotische Zellen (FITC
+/PI-) und nekrotische Zellen (FITC+/PI+).

Die Apoptosebestimmungen bei Neutrophilen Granulozyten sowie Jurkatzellen erfolgte

mit einem “Apopotosis Detection Kit*“ (R&D Systems).

PROPIDIUMIODID

Abbildung 7: Quadrantenstatistik einer Annexin V/PI Vitalitatsfarbung (Dot blot)

2.6.2 Enzymatische quantitative Nachweismethoden

»Enzyme linked immuno sorbent assay* (ELISA). Zum enzymatischen Nachweis bzw.
Quantifizierung von Zytokinen in den Kulturmediumiiberstinden wurden ELISA
Testkits der Firma Immunochemicals, Boston USA verwendet. Mediumiiberstinde
wurden entnommen und bei 2000 x g zentrifugiert, um Zellreste zu entfernen. Die
Proben wurden bei —20°C bis zur Messung aufbewahrt. Bei jeder Messung wurde eine
Standardkurve mit definierten Konzentrationen des entsprechenden Zytokins erstellt.
Die enthaltenen Fluoreszenzwerte der Proben wurden mit den Werten der
Standardkurve verglichen. Fiir die Messung wurde ein ELISA Reader der Firma Ceres

(UV 900C) verwendet.
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2.7 Statistik

FACscan Messungen: Wie bereit im Abschnitt 2.6.1 ,,Durchflusszytometrie®
beschrieben, wurden die Medianwerte der relativen Fluoreszenzintensititen der
jeweiligen Zellpopulationen aus den Einzelhistogrammen statistisch verwertet.

Die Experimente wurden grundsitzlich in mindestens drei Parallelansédtzen durchgefiihrt
(Intraassay) und in mindestens drei unabhingigen Ansitzen wiederholt, so dass der

Mittelwert

me 2%
n

und die Standardabweichung des Einzelwertes vom Mittelwert

S :\/anz—(Zx)z
e n2

jeweils berechnet werden konnten. Verglichen wurden immer die Werte der
unbehandelten Kontrollen mit den Werten der z.B. mit Zytokin inkubierten Proben. Die
Differenz dieser Werte war somit ein relatives Mal} fiir die erhdhte Antigendichte [z.B.
ICAM-1 oder HLA-DR (Klasse II)]. Bei den Versuchsreihen mit Annexin V bzw. PI
wurden ebenfalls die Werte der unbehandelten Kontrollen mit den Werten, die mit den
verschiedenen anti CD95 Konzentrationen erzielt wurden, verglichen. Die Differenz
dieser Werte war hierbei ein relatives MaB fiir die Anderung des Vitalititszustandes der
untersuchten Zellen. Bei einigen Versuchsreihen wurden schwache Differenzen
beobachtet, die aber wiederholt auftraten. Bei diesen Versuchsreithen wurde der
Hotudent’s t Test™ durchgefiihrt. Die Unterschiede zwischen Datengruppen waren

signifikant, wenn p < 0,05 war.
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3 Ergebnisse

3.1 Auswirkungen von zytokinhaltigen Nahr medien auf die Expression von
Zelladhasionsmolekilen bei Endothelzellen

Zur Evaluierung von Verfahren zur Reduktion der Zytokinaktivitdt im Blut wurde
zundchst ein in vitro Modell etabliert. Der Einfluss von Zytokinen auf die Expression
von Zelladhidsionsmolekiilen wurde anhand der Zytokine TNF-a., IL-1 und IFN-y sowie
menschlicher, vendser Nabelschnurgefdassendothelzellen (HUVECS) unter Anwendung
durchflusszytometrischer Methoden untersucht. Die HUVECS dienten aufgrund ihrer
Fahigkeit, Zytokin vermittelte Aktivierungsmolekiile de novo zu exprimieren. Die
Veranderung der Expression des Zelladhdsionsmolekiils ICAM-1 (Inter Cellular
Adhesion Molecule-1) vor und nach Zytokinstimulation mit TNF-oo und IL-1 bzw.
Expressionsidnderung von HLA-DR (Gruppe II) Molekiilen vor und nach Stimulation
mit IFN-y bei HUVECS zeigte fiir die drei untersuchten Zytokine vergleichbare

Ergebnisse:

34



3.1.1 Endothelzellstimulation mit TNF-a:

2000
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Rel. ICAM 1 Expression (RFI)
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EC ohne TNF-alpha, Kontrolle EC mit 100u/ml TNF-alpha

Abbildung 8:

Reprisentative Netto FACscan Werte (relative Fluoreszenzintensitit, RFI) von einem
aus drei unabhéngigen Experimenten (Dreifachansatz) zur Bestimmung der Expression
des Zelloberflichenmolekiils ICAM-1 auf HUVECS vor und nach zweistiindiger
Zellinkubation mit 100u TNF-o/ml ECM

Das Diagramm zeigt einen deutlichen Anstieg der ICAM-1 Expression nach
zweistiindiger Inkubation mit TNF-o um das 9,18 fache von 168,3 (RFI) auf 1542,73
(RFD).

3.1.2 Endothelzellstimulation mit TNF-o nach Filtration mittels anti TNF-o

beschichteten Microbeads

Um die TNF-o Absolutmenge in einem definierten Fliissigkeitsvolumen zu reduzieren,
wurden sogenannte Microbeads, kleine Kunststoffkiigelchen (@ 450um), mit anti TNF-
a beschichtet (siche Abschnitt 2.2 in “Material und Methode®). AnschlieBend wurde

Endothelzellmedium mit verschiedenen TNF-o Konzentrationen hinzugegeben unter
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der Vorstellung, dass sich die TNF-o Absolutmenge durch Abfangen der TNF-a
Molekiile mittels der auf den Microbeads befindlichen Antikdrpern reduziert. Als
Nachweis diente die Abnahme der wiederum durchflusszytometrisch bestimmten
ICAM-1 Expression (RFI) bei HUVECS vor und nach Inkubation des Mediums mit den
Antikdrper beschichteten Microbeads und anschlieBender HUVECS Stimulation. Die
durchflusszytometrisch gewonnenen Daten zeigten, dass die ICAM-1 Expression durch
den Einsatz von TNF-a inaktivierenden TNF-a Antikorpern im Vergleich zur
Stimulation mit ungefiltertem Endothelzellmedium je nach anti TNF-o Konzentration

quantitativ signifikant reduziert werden konnte (siche Abb. 9):
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700 A

600 -

500 A

400 M ohne Microbeads

O mit Microbeads

300 -

Rel. ICAM 1 Expression (RFI)

200 A

100 A

0 0,1 1 5 10
EC + Units/ml TNF-alpha

Abbildung 9:

Représentative Netto FACscan Werte (relative Fluoreszenzintensitit) von einem aus
drei unabhingigen Experimenten (Dreifachansatz) zur Bestimmung der Expression des
Zelloberflachenmolekiils ICAM-1 auf HUVECS nach Zugabe von ECM mit den TNF-a
Konzentrationen 0; 0,1; 0,5; 1; 5 und 10u TNF-oa../ml ECM.

Die schwarzen Séulen reprasentieren jeweils die durch das ungefilterte, TNF-a haltige

ECM hervorgerufene ICAM-1 Expression auf HUVECS, wihrend die weillen Sdulen
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die entsprechenden Messungen widerspiegeln, bei denen die mit anti TNF-a
beschichteten Microbeads beteiligt waren. Die Zunahme der ICAM-1 Expression bei
Maximalkonzentration 10u TNF-o/ml ECM betrdgt das 14,92 fache des
Ausgangswertes der Kontrollstimulation (44,18— 695,03 RFI) ohne den Einsatz von
Microbeads. Bei der Messung mit Beteiligung der Antikorper beschichteten Microbeads
lasst sich lediglich ein Anstieg der ICAM-1 Expression um das 5,49 fache (42,72 —
231,82 RFI) nachweisen (10u TNF-o/ml ECM).

3.1.3 Endothelzellstimulation mit TNF-o nach Filtration mittels anti TNF-o

beschichtetem Leukozytenfilter

Unter der Vorstellung, dass auf Leukozytenfiltermembranen fixierte Zytokinantikdrper
in der Lage dazu sind, ihre entsprechenden Antigene zu binden und dadurch zu
inaktivieren, wurde ein Leukozytenfilter bzw. eine Leukozytenfiltermembran unter
Einsatz eines Herz- Lungenmaschinen Pumpensystems auf seine Fahigkeit untersucht,
Zytokinantikdrper zu binden. Dazu wurde eine sterile Leukozytenfiltermembran in
einem Original Leukozytenfiltergehduse fiir zwei Stunden mit anti TNF-o bei
geschlossenem Kreislaufsystem, siehe Abschnitt 2.3. in Abschnitt ,,Material und
Methode®, beschichtet. Als Tréagerfliissigkeit fiir die Antikorper diente herkommliches
Endothelzellndhrmedium. Nach dem Beschichtungsvorgang sowie anschlieBender
Kreislaufreinigung mit 250 ml 0,9%-iger NaCl Losung wurde der Kreislauf mit TNF-a
haltigem Endothelzellmedium aufgefiillt. 5 min, 30 min und eine Stunde nach
Kreislaufbeginn wurden jeweils 2ml des TNF-a haltigen Nahrmediums entnommen, um
damit wiederum HUVECS zu inkubieren und dadurch die ICAM-1 Expression bei
diesen Zellen zu stimulieren. Die Ergebnisse der anschlieBend durchgefiihrten
Durchflusszytometrie und ELISA Messung (ICAM-1 Messung bzw. TNF-a
Bestimmung) ergaben, dass die zirkulierende TNF-a Menge wéhrend der Zirkulation

im Filterkreislauf quantitativ deutlich reduziert werden konnte (siche Abb.10):
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Abbildung 10:

Reprisentative Netto FACscan Werte (relative Fluoreszenzintensitit) von einem aus
drei unabhingigen Experimenten (Dreifachansatz) zur Bestimmung der Expression des
Zelloberflichenmolekiils ICAM-1 auf HUVECS nach Zugabe von ECM in einer
Konzentration von 100u TNF-o/ml ECM. * p< 0,05

Das Saulendiagramm zeigt die Auswirkung von TNF-a gefiltertem ECM nach den
Entnahmezeitpunkten 5 min, 30 min und 60 min. Es erfolgte aullerdem ein
Kontrollversuch zur Bestimmung von gleichen Messwerten bei Zirkulation und
Entnahme von TNF-o haltigem Medium im Filterkreislauf mit unbeschichteter
Leukozytenfiltermembran sowie eine Kontrollstimulation mit direkter HUVECS
Inkubation ohne Kreislaufsystem (analog zum Versuchsansatz in 3.1). Die
Messergebnisse belegen, dass im Versuchsansatz mit anti TNF-o beschichtetem
Leukozytenfilter nach 5 min Systemzirkulation ein geringfiigiger Anstieg der ICAM-1
Expression von 11,98% gegeniiber dem Kontrollwert (800,94— 896,9 RFI) und nach
30 min eine Reduktion der TACM-1 Expression um 13,09% gegeniiber dem
Kontrollwert (698,61— 607,17 RFI) zu verzeichnen war. Nach 60 min zeigte sich eine
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deutliche Reduktion der ICAM-1 Expression auf 55,43% des Kontrollwertes (751,43 —
416,52 RFI). Demgegeniiber kam es zu einem Anstieg der ICAM-1 Expression im
Versuchsansatz mit baugleichem Leukozytenfilter ohne anti TNF-o Beschichtung um

24,35% bzgl. des 60 min Kontrollwertes (751,43— 934,40 RFI).

AuBerdem erfolgte analog zum Versuchsaufbau in Abb. 10 eine Kontrollversuchsreihe
zur Bestimmung von gleichen Messwerten bei Zirkulation und Entnahme von TNF-a
haltigem Medium im Filterkreislauf mit unbeschichteter Leukozytenfiltermembran,
sowie einer Kontrollstimulation mit direkter HUVECS Inkubation ohne

Kreislaufsystem (siche Abb. 11).
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Abbildung 11:

Repriasentative  TNF-o Absolutmengenwerte von einem aus drei unabhédngigen
Experimenten (Dreifachansatz) zur kausalen Bestitigung der ICAM-1 Reduktion nach
Filtration mittels Antikorper beschichteter Leukozytenfiltermembran analog zu Abb. 10.
TNF-a Absolutwerte wurden hierbei mit einer ELISA Messung analog zu Abb. 10 nach

5, 30 und 60 mintitiger Filtration mittels anti TNF-a ermittelt. * p< 0,05
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Wie bei den obigen Versuchsergebnissen (Abb. 10) lédsst sich bei der TNF-o ELISA
Messung ebenfalls eine Reduktion der TNF-a Absolutmengenwerte dokumentieren:
Beim Versuchsansatz mit anti TNF-a beschichtetem Leukozytenfilter zeigte sich nach 5
min. Systemzirkulation eine Reduktion der TNF-o Absolutmenge um 35,36%
gegeniiber dem Kontrollwert (215,14— 139,07 ng TNF-a, die30 min Messung ergab
eine Reduktion um 40,30% gegeniiber der Kontrolle (209,48— 125,04 TNF-a). Nach
60 min Zirkulation kam es zu einer Reduktion der TNF-o Absolutmenge um 55,99%
des Kontrollwertes (220,78—97,16 TNF-a). Bzgl. des Versuchsansatzes mit
unbeschichtetem Leukozytenfilter ldsst sich lediglich eine Reduktion des 60 min TNF-a
Absolutmengenwertes auf 89,70 % des Kontrollwertes dokumentieren (220,78—
198,05 TNF-a).

3.1.4 Endothelzellstimulation mit IL-1

Analog zu den Versuchsaufbauten bzgl. TNF-o in Abschnitt 3.1.2 und 3.1.3 wurde hier
mit gleichem Modell das Zytokin IL-1 untersucht, das ebenfalls inflammatorisches
Potential besitzt und dadurch auch eine wichtige Rolle fiir die von Neutrophilen
vermittelte Immunpathogenitit im Zusammenhang mit der EKZ spielt. Auf gleiche Art
und Weise wie in 3.1.2 wurden HUVECS zundchst mit IL-1 anstatt TNF-o fiir 2h
stimuliert, anschlieBend erfolgte ebenfalls die durchflusszytometrische ICAM-1
Expressionsbestimmung am FACscan (siche Abb. 12):
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Abbildung 12:

Reprisentative Netto FACscan Werte (relative Fluoreszenzintensitdt) von einem aus
drei unabhingigen Experimenten (Dreifachansatz) zur Bestimmung der Expression des
Zelloberflichenmolekiils ICAM-1 auf HUVECS nach 2 stiindiger Zellinkubation mit
IL-1 haltigem ECM.

Das Diagramm zeigt in einer Konzentrationskinetik mit Konzentrationswerten von 0, 1,
5, 20, 50 und 100u IL-1/ml ECM einen deutlichen Anstieg der ICAM-1 Expression
nach Inkubation (Dreifachansatz). Beim IL-1 Konzentrationsmaximum 100u IL-1/ml
ECM kommt es zu einem Anstieg der ICAM-1 Expression um das 5,23 fache der
Absolutwerte der Kontrollstimulation (52,32— 273,60 RFI).

3.1.5 Endothelzellstimulation mit IL-1 nach Filtration mittels anti IL-1 beschichtetem

Leukozytenfilter
Zum experimentellen Nachweis einer Zytokinreduktion anhand einer Zytokinantikdrper

beschichteten Leukozytenfiltermembran wurden die in diesem Abschnitt beschriebenen

Ergebnisse fiir das Zytokin IL-1 mit dem gleichen Versuchsauftbau wie in Abschnitt
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3.1.3 erzielt. Die Zytokinfiltration erfolgte allerdings mit einer anti IL-1 anstatt anti

TNF-a Filtermembranbeschichtung (siche Abb.13):
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Abbildung 13:

Représentative Netto FACscan Werte (relative Fluoreszenzintensitit) von einem aus
drei unabhingigen Experimenten (Dreifachansatz) zur Bestimmung der Expression des
Zelloberflichenmolekiils ICAM-1 auf HUVECS nach 2 stiindiger Zellinkubation mit
IL-1 haltigem ECM.

Es wurde eine ICAM-1 Messung durchgefiihrt nach Inkubation von HUVECS mit
gefiltertem ECM in einer Konzentration von 100u IL-1/ml ECM. Das Saulendiagramm
zeigt die Auswirkung von IL-1 gefiltertem ECM nach den Entnahmezeitpunkten 5 min,
30 min und 60 min, einen Kontrollversuch zur Bestimmung von gleichen Messwerten
bei Zirkulation und Entnahme von IL-1 haltigem Medium im Filterkreislauf mit
unbeschichteter Leukozytenfiltermembran sowie einer Kontrollstimulation mit direkter
HUVECS Inkubation ohne Kreislaufsystem.

Die Messergebnisse belegen, dass sich im Versuchsansatz mit anti IL-1 beschichteter

Leukozytenfiltermembran nach 5 min Systemzirkulation eine Reduktion der ICAM-1

42



Expression um 49,99% des Ausgangswertes der Kontrollstimulation (102,78— 51,40
RFI), verzeichnen ldsst. Nach 30 min ergab sich eine Reduktion der ICAM-1
Expression um 51,72% der Kontrolle (105,31— 50,84 RFI). Nach 60 min
Systemzirkulation kam es zu einer Reduktion der ICAM-1 Expression um 32,88% des
Kontrollwertes (83,10— 55,77 RFI). Im Versuchsansatz mit baugleichem
Leukozytenfilter ohne anti IL-1 Beschichtung zeigte sich nach 60 min eine Reduktion

der ICAM-1 Expression um 25,78% des Kontrollwertes (83,10— 61,75 RFI).

3.1.6 Endothelzellstimulation mit IFN-y nach Filtration mittels anti IFN- vy

beschichtetem Leukozytenfilter

Ahnlich wie TNF-o. und IL-1 ist das Molekiil IFN-y ebenfalls ein proinflammatorisches
Zytokin. IFN-y fiihrt allerdings nicht zu einer signifikanten de novo Expression von
ICAM-1 bei HUVECS, sondern vielmehr zu einer Erh6hung der Expression von HLA
Molekiilen. Im Rahmen der Versuche, in denen IFN-y als stimulierendes Zytokin
benutzt wurde, wurde représentativ die de novo Expression von HLA-DR Molekiilen (in
diesem Fall HLA Molekiile Gruppe II) auf HUVECS gemessen. HLA-DR Molekiile
spielen eine wichtige Rolle bei immunologischen Prozessen wie Antigenprésentation,
CD4- Lymphozytenantwort und Signaltransduktion. Analog zu den in 3.1.3-3.1.5
beschriebenen Versuchsauftbauten wurden Versuche zur Induktion der HLA-DR
Expression bei HUVECS unter Einfluss von IFN-y Inkubation bzw. unter IFN-y
Filtration mit einer anti IFN-y Leukozytenfilterbeschichtung durchgefiihrt (siche
Abb.14):
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Abbildung 14:

Reprisentative Netto FACscan Werte (relative Fluoreszenzintensitit) von einem aus
drei unabhingigen Experimenten (Dreifachansatz) zur Bestimmung der Expression des
Zelloberflichenmolekiils HLA-DR auf HUVECS nach Zellinkubation mit IFN-y
haltigem ECM. Es wurde eine HLA-DR Messung nach zweistiindiger Inkubation von
HUVECS mit gefiltertem ECM in einer Konzentration von 250u IFN-y/ml ECM
durchgefiihrt. * p< 0,05

Das Sdulendiagramm zeigt die Auswirkung von IFN-y gefiltertem ECM nach den
Entnahmezeitpunkten 5 min, 30 min und 60 min sowie einen Kontrollversuch zur
Bestimmung von gleichen Messwerten bei Zirkulation und Entnahme von IFN-y
haltigem Medium im Filterkreislauf mit unbeschichteter Leukozytenfiltermembran und
einer Kontrollstimulationen mit direkter HUVECS Inkubation ohne Kreislaufsystem.
Die Messergebnisse belegen, dass sich im Versuchsansatz mit anti IFN-y beschichtetem
Leukozytenfilter nach 5 min Systemzirkulation eine Reduktion der HLA-DR II
Expression um 48,05 % des Ausgangswertes der Kontrollstimulation verzeichnen lasst
(23,60— 12,26 RFI). Nach 30 min zeigte sich eine Reduktion der HLA-DR II
Expression um 35,93 % der Kontrolle (21,85— 14,00 RFI). Nach 60 min
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Systemzirkulation kam es zu einer Reduktion der HLA-DR II Expression um 24,83%
des Kontrollwertes (18,01— 13,54 RFI). Im Versuchsansatz mit baugleichem
Leukozytenfilter ohne anti IFN-y Beschichtung kam es lediglich zu einer Reduktion der
ICAM-1 Expression um 9,34 % des 60 min Kontrollwertes (18,01— 16,33 RFI).

3.2 Auswirkungen von Apoptose induzierenden Antikorpern auf Jurkatzellen

Die Einleitung von Apoptose bei Leukozyten limitiert die inflammatorische Reaktion
auf physiologische Weise. Daher wurden Versuche zur Induktion von Apoptose auf
Leukozyten durchgefiihrt

Aufgrund der zentralen Bedeutung der durch die Aktivierung von neutrophilen
Granulozyten vermittelten Induktion von diversen Immunmechanismen (Produktion
von TNF-a, PAF, Stimulation von IL-1 Produktion in Endothelzellen, Degranulation
und Sauerstoffradikalproduktion) im Sinne von Durchldssigkeitserhohung des Blut-
Hirnschrankenendothels und konsekutiver Funktionseinschrinkung der Blut-
Hirnschranke stellt sich die Frage der Notwendigkeit einer Inaktivierung der
neutrophilen Granulozyten. Ein Ansatzpunkt zur Durchsetzung dieses Ziels ist die
Induktion von Apoptose, dem programmierten Zelltod, den jede Korperzelle
physiologischer Weise nach einer bestimmten Lebensdauer durchlduft. Tritt bei
Neutrophilen beispielsweise dieser Zelltod friihzeitig ein, fithrt dies zur Annahme, dass
es durch diese Prozessbeschleunigung gleichzeitig zur Reduktion der
Stoffwechselaktivitit innerhalb der Zelle kommt. Verschiedene Korperzellen besitzen
spezielle Membranrezeptoren, die bei Stimulation von auflen zu einer Apoptose
induzierenden Signalkaskade fiihren. Dazu gehoren in erster Linie CD95 Rezeptoren
(Fas). Jurkatzellen sind Zellen, bei denen ebenfalls Apoptose durch Stimulation von
CD95 Rezeptoren induziert werden kann, so dass diese Zellreihe als Modell fiir

Apoptoseinduktion dienten:

3.2.1 Jurkat Zell Stimulation mit/ohne Leukozytenfiltermembran

Zur Bestitigung der Annahme, dass bei CD95 Rezeptor positiven Zellen mittels
Antikdrpern (im Rahmen unserer Versuche anti CD95 IgM) Apoptose induziert werden
kann, wurden Fas positive Jurkatzellen, (Fas tragende, aktivierte T-Lymphozyten)

zundchst mit IgM anti CD95 haltigem Endothellzellndhrmedium 24h lang inkubiert.
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AnschlieBend  wurde am  ndchsten Tag ein  Apoptose  Assay  mit
durchflusszytometrischer Apoptosebestimmung angefertigt (sieche 2.6.1.2), der die
Apoptoseinduktion in CD95 Rezeptor positiven Jurkatzellen widerspiegelt (siche Abb.
16, 17). Als Kontrolle diente ein gleicher Versuchsansatz mit CD95 Rezeptor negativen
Jurkatzellen (sieche Abb. 15).
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Abbildung 15:

Reprisentative Netto FACscan Werte (relative Fluoreszenzintensitit) von einem aus
drei unabhingigen Experimenten (Dreifachansatz) zur Apoptoseinduktion und
Bestimmung des Vitalititszustandes bei CD95 Rezeptor negativen Jurkatzellen nach 24
stiindiger Dauerinkubation mit 0; 0,1; 1; 5; 10 und 50 ng anti CD95 IgM/ml
Jurkatzellmedium (JCM) in 12 Loch-Platten.

Die Konzentrationskinetik ergab, dass sich der Anteil der CD95 Rezeptor negativen
Jurkatzellen im Grundzustand von 10,07% der Gesamtpopulation (Ong anti CD95
IgM/ml JCM) um 1,45% auf 11,52% (50ng anti CD95 IgM/ml JCM) unwesentlich
erhohte. Der Anteil spit apoptotischer Jurkatzellen stieg von 82,55% (Ong anti CD 95
[gM/ml JCM) um 1,37% auf 83,92% (50ng anti CD95 IgM/ml JCM) an.
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Abbildung 16:

Reprisentative Netto FACscan Werte (relative Fluoreszenzintensitit) von einem aus
drei unabhingigen Experimenten (Dreifachansatz) zur Apoptoseinduktion und
Bestimmung des Vitalitdtszustandes bei CD95 Rezeptor positiven Jurkatzellen nach 24
stiindiger Dauerinkubation mit 0; 0,1; 1; 5; 10 und 50 ng anti CD95 IgM/ml
Jurkatzellmedium anti CD95 IgM in 12 Loch-Platten.

Die Konzentrationskinetik (0-50 ng anti CD95 IgM/ml JCM) ergab, dass sich der Anteil
der CD95 positiven Jurkatzellen im Grundzustand von 31,3% (Ong anti CD95 IgM/ml
JCM) durch den Einfluss der anti CD95 IgM Antikorper in konzentrationsabhingiger
Weise auf 4,81% (50ng anti CD95 IgM/ml JCM) reduzierte. Der Anteil spit
apoptotischer Jurkatzellen stieg demgegeniiber ebenfalls konzentrationsabhidngig von

62,48% (Ong anti CD95 IgM/ml JCM) auf 79,93% (50ng anti CD95 IgM/ml JCM) an.
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Abbildung 17:

Représentative Netto FACscan Werte (relative Fluoreszenzintensitit) von einem aus
drei unabhingigen Experimenten (Dreifachansatz) zur Apoptoseinduktion und
Bestimmung des Vitalitdtszustandes bei CD95 Rezeptor positiven Jurkatzellen nach 24
stiindiger Dauerinkubation mit 0, 1, 5, 10, 50 und 100 ng anti CD95 IgM/ml JCM in 12
Loch-Platten mittels Annexin V. * p< 0,05

Die Konzentrationskinetik ergab, dass sich der prozentuale Anteil der im Grundzustand
befindlichen Jurkatzellen in konzentrationsabhingiger Weise von 72,30% (Ong ml anti
CD95 IgM/ml JCM) um 64,83% auf 7,47% (100 ng anti CD95 IgM/ml JCM)
reduzierte. Der prozentuale Anteil der spit apoptotischen Jurkatzellen nahm hingegen
ebenfalls konzentrationsabhiangig von 21,70% (Ong anti CD95 IgM/ml JCM) um
52,25% auf 73,95% (100ng anti CD95 IgM/ml JCM) zu.
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Um das Verhalten von Jurkatzellen bzgl. ihres Vitalitdtszustandes mittels anti CD95
IgM beschichteten Leukozytenfiltermembranen zu untersuchen, wurden Pall LG-6
Filtermembranstiicke in 12 Loch Platten mit anti CD95 IgM inkubiert, anschlieBend
gewaschen und mit (in befindlichen JCM) Fas negativen und Fas positiven Jurkatzellen
angereichert (siche Abschnitt 2.4 in ,,Material und Methode*). Abb. 18-21 zeigen die

Ergebnisse dieser Versuchsansitze:
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Abbildung 18:

Reprasentative Netto FACscan Werte (relative Fluoreszenzintensitdt) von einem aus
drei unabhingigen Experimenten (Dreifachansatz) zur Apoptoseinduktion und
Bestimmung des Vitalitidtszustandes bei CD95 Rezeptor positiven Jurkatzellen.

* p< 0,05

Zunichst erfolgte eine zweistiindige Inkubation von Pall LG-6 Leukozytenfilterstiicken
in 12 Loch Platten mit 0, 1, 10, 50, 100 und 200 ng anti CD95 IgM/ml aqua dest. und
anschlieBender Waschung der 12 Lochplatten mit aqua dest., darauthin Hinzugabe von
CD95 Rezeptor positiven Jurkatzellen in JCM sowie 12 stiindige Inkubation in der 12-
Lochplatte mit Filterstiicken, anschlieBend Apoptosebestimmung mittels Annexin V/PI.
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Die Konzentrationskinetik ergab, dass sich der prozentuale Anteil der im Grundzustand
befindlichen Jurkatzellen in konzentrationsabhidngiger Weise von 55,51% (Ong anti
CD95 IgM/ml aqua dest.) um 39,26% auf 16,25% (100 ng anti CD95 IgM/ml aqua
dest.) reduzierte. Der prozentuale Anteil der spdt apoptotischen nahm hingegen
ebenfalls konzentrationsabhéngig von 15,37% (Ong anti CD95 IgM/ml aqua dest.) um
36,67% auf 52,04% (100ng anti CD95 IgM/ml aqua dest.) zu.

Kontrollversuch zu Abb. 18 mit gleicher Versuchsanordnung, allerdings ohne

Filtermembranstiickchen:
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Abbildung 19:

Représentative Netto FACscan Werte (relative Fluoreszenzintensitit) von einem aus
drei unabhingigen Experimenten (Dreifachansatz) zur Apoptoseinduktion und

Bestimmung des Vitalititszustands bei CD95 Rezeptor positiven Jurkatzellen.

Zunichst erfolgte eine zweistlindige Inkubation von 12-Lochplatten ohne

Filtermembranstiickchen mit 0, 1, 10, 50, 100 und 200 ng anti CD95 IgM/ml aqua dest.
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AnschlieBend wurde Locher der 12-Lochplatten dreimalig mit aqua dest. gewaschen,
daraufhin Hinzugabe von CD95 Rezeptor positiven Jurkatzellen in JCM sowie 12-
stiindige Inkubation in 12-Lochplatte, anschlieBend Apoptosebestimmung mittels
Annexin V/PI. Die Konzentrationskinetik ergab, dass sich der prozentuale Anteil der im
Grundzustand befindlichen Jurkatzellen von 55,2% (Ong anti CD95 IgM/ml aqua dest.)
um 24,2% auf 31,0% (100 ng anti CD95 IgM/ml aqua dest.) reduzierte. Der prozentuale
Anteil der spét apoptotischen nahm hingegen von 15,08% (Ong anti CD95 IgM/ml aqua
dest.) um 18,97% auf 34,05% (100ng anti CD95 IgM/ml aqua dest.) zu.
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Abbildung 20:

Reprisentative Netto FACscan Werte (relative Fluoreszenzintensitit) von einem aus
drei unabhingigen Experimenten (Dreifachansatz) zur Apoptoseinduktion und

Bestimmung des Vitalitiatszustandes bei CD 95 Rezeptor negativen Jurkatzellen.

Zunichst erfolgte eine zweistiindige Inkubation von Pall LG-6 Leukozytenfilterstiicken
in 12 Loch Platten mit 0, 1, 10, 50, 100 und 200 ng anti CD95 IgM/ml aqua dest. mit

anschlieBender Waschung der 12 Lochplatten mit aqua dest., darauthin Hinzugabe von
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CD95 Rezeptor positiven Jurkatzellen in JCM sowie 12-stiindige Inkubation in 12-
Lochplatte mit Filterstiicken, anschlieBend Apoptosebestimmung mittels Annexin V.
Die Konzentrationskinetik ergab, dass sich der prozentuale Anteil der im Grundzustand
befindlichen Jurkatzellen von 92,15% (Ong anti CD95 IgM/ml) um 1,39% auf 93,54%
(100 ng anti CD95 IgM/ml aqua dest) erhohte. Der prozentuale Anteil der spit
apoptotischen nahm von 3,16% (Ong anti CD95 IgM/ml aqua dest) um 0,12% auf 3,28
% (100ng anti CD95 IgM/ml aqua dest) zu.
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Abbildung 21:

Reprisentative Netto FACscan Werte (relative Fluoreszenzintensitit) von einem aus
drei unabhingigen Experimenten (Dreifachansatz) zur Bestimmung des

Vitalitdtszustandes bei CD95 Rezeptor positiven Jurkatzellen. * p< 0,05

Zunichst erfolgte eine zweistiindige Inkubation von Pall LG 6 Leukozytenfilterstiicken
in 12-Lochplatten mit 0, 1, 10, 50, 100 und 200 ng anti CD95 IgM und anschlieender
Waschung der 12-Lochplatten mit aqua dest.; darauthin Hinzugabe von CD95 Rezeptor

positiven Jurkatzellen in JCM sowie 12-stiindige Inkubation in 12-Lochplatte mit
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Filterstiicken, anschlieBend Apoptosebestimmung. Die Konzentrationskinetik ergab,
dass sich der prozentuale Anteil der im Grundzustand befindlichen Jurkatzellen in
konzentrationsabhingiger Weise von 91,78% (Ong anti CD95 IgM/ml aqua dest.) um
36,68% auf 55,10% (100 ng anti CD95 IgM/ml aqua dest.) abnahm. Der prozentuale
Anteil der friih apoptotischen Jurkatzellen nahm hingegen konzentrationsabhéngig von
4,11% (Ong anti CD95 IgM/ml aqua dest.) um 17,14 % auf 22,25 % (100ng anti CD95
IgM/ml aqua dest.) zu. Ahnliche Verinderungen zeigten sich beim prozentualen Anteil
der spit apoptotischen Jurkatzellen Hier kam es ebenfalls konzentrationsabhingig zu
einer des Populationsanteils von 3,03% (Ong anti CD95 IgM/ml aqua dest.) um 17,79 %
auf 20,82 % (100ng anti CD95 IgM/ml aqua dest.).

3.3 Auswirkungen von Apoptose induzierenden Antikor pern auf neutrophile

Granulozyten

3.3.1 Stimulation neutrophiler Granulozyten mit anti CD95 IgM mit/ohne

Leukozytenfiltermembran

Um zu untersuchen, ob Apoptoseinduktion mittels anti CD95 IgM bei neutrophilen
Granulozyten wie auch bei CD95 positiven Jurkatzellen moglich ist, wurden humane,
polymorphkernige  neutrophile  Leukozyten (neutrophile = Granulozyten) aus
menschlichem Blut gesunder Spender isoliert. Die Apoptoseinduktionsmethodik

erfolgte analog den Versuchsaufbauten mit pos. bzw. neg. Jurkatzellen (Abschnitt 3.2)
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Abbildung 22:

Reprisentative Netto FACscan Werte (relative Fluoreszenzintensitit) von einem aus
drei unabhingigen Experimenten (Dreifachansatz) zur Apoptoseinduktion und
Bestimmung des Vitalititszustandes bei humanen neutrophilen Granulozyten gesunder

Probanden. * p< 0,05

Zunichst erfolgte eine zweistiindige Inkubation von Pall LG-6 Leukozytenfilterstiicken
in 12-Lochplatten mit 0, 1, 10, 50, 100 und 200 ng anti CD95 IgM/ml aqua dest. und
anschlieBender Waschung der 12 Lochplatten mit aqua dest., darauthin Hinzugabe von
neutrophilen Granulozyten in ECM sowie 12-stiindige Inkubation in 12-Lochplatte mit
Filterstiicken, anschlieBend Apoptosebestimmung mittels Annexin V/PI. Die
Konzentrationskinetik ergab, dass sich der prozentuale Anteil der im Grundzustand
befindlichen Neutrophilen in konzentrationsabhingiger Weise von 85,56% (0 ng anti
CD95 IgM/ml aqua dest.) um 15,31% auf 70,25% (100 ng anti CD95 IgM/ml aqua
dest.) abnahm. Der prozentuale Anteil der friih apoptotischen neutrophilen
Granulozyten nahm hingegen konzentrationsabhidngig von 6,77% (0 ng anti CD95
IgM/ml aqua dest.) um 3,90 % auf 10,67 % (100 ng anti CD95 IgM/ml aqua dest.) zu.
Ahnliche Veriinderungen zeigten sich beim prozentualen Anteil der spit apoptotischen

54



neutrophilen Granulozyten. Hier kam es ebenfalls konzentrationsabhingig zu einem
Anstieg des Populationsanteils von 7,08% (Ong anti CD95 IgM/ml aqua dest.) um 9,91
% auf 16,99% (100ng anti CD95 IgM/ml aqua dest.).
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4 Diskussion

Filtration von Blut bzw. Blutbestandteilen spielt eine wichtige Rolle in vielen Bereichen
der modernen Medizin wie Herzchirurgie, Transfusionsmedizin, Blutbanken etc.
Unterstiitzend zu der im Vordergrund stehenden medikamentdsen Therapie wird sie
neuerdings auch bei Patienten mit korpereigenen, aseptischen Entziindungsprozessen
wie der rheumatoiden Arthritis, der Colitis ulcerosa und dem M. Crohn als sogenannte
Zytapherese angewendet (120). An dieser Stelle soll nun noch einmal aufgezeigt werden
welchen Stellenwert die Filtrationstechnik des zirkulierenden Blutes im Rahmen der
Herz-Lungen Maschine unterstiitzen kardiochirurgischen Eingriffe besitzt und wie diese
fiir den Patienten grundsitzlich niitzlichen Errungenschaften (121-123) weiter
verbessert werden miissen. In diesem Zusammenhang muss man an die vier
wesentlichen Einsatzorte der Filter wie arterielle Linie, Blutkardioplegie,
Reperfusionsblut EKZ- Residualblut, und deren Einsatzzeitpunkt denken (124).

Wie in den vorangestellten Kapiteln schon gezeigt wurde, gab es in den vergangenen
Jahrzehnten bereits einige Innovationen zur Einddmmung und Abschwichung des EKZ
induzierten SIRS. Insbesondere wurden in den letzten 10 bis 20 Jahren die vermeintlich
wichtigsten gewebeprotektiven Innovationen fiir den kardiochirurgischen Patienten
hervorgebracht. Auf mechanisch technischem Gebiet haben sich die technisch
verfeinerten Leukozytenfilter zur Eindimmung der Reperfusionsschiaden und der sich
fiir den Patienten daraus ergebenden korperlichen Defizite durch Studien teilweise
bewihrt. Angefangen vom herkdmmlichen arteriellen- Linie Filter bis hin zum relativ
spezifischen Leukozytenfilter sind diese Systeme nicht nur in der Lage, die fiir den
Patienten teilweise lebensbedrohlichen morphologisch- funktionellen Organschiden zu
reduzieren (103, 104 , 91). LF minimieren auch in geringem Mal3e die durch erhohte
Liegedauer und ausgedehnteren Materialbedarf des Patienten anfallenden Kosten (125)
in der postoperativen Therapie, ein Gesichtspunkt, der aufgrund immer teurerer
Therapiemethoden und schwindender Gelder im Gesundheitswesen eine wichtige Rolle
spielt.

Angefangen mit einer Entwicklung, die ihren Beginn in den 20er Jahren des 20.
Jahrhunderts mit der Erfindung eines Baumwoll-Filters hatte, der unspezifisch Zellen

einer bestimmten Grofle rein mechanisch filtert, wobei hier hohe Driicke im
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zirkulierenden System nétig waren, ist man heute bei einer Filtrationstechnik angelangt,
die bzgl. Leukozytenfiltration zwar auch noch physikalisch- mechanisch filtert, jedoch
mehr oder minder spezifisch Leukozyten und zwar fast ausschlieBlich aktivierte
Neutrophile aus dem flieBenden externen Blutkreislauf extrahieren kann. Dies liegt
weniger am Vorhandensein der mechanischen Filterbarriere im Sinne eines Filternetzes,
als an der Tatsache, dass die biologisch aktivierten Leukozyten in Interaktion mit den
speziellen Filteroberfldchen treten und auf deren beschriebene Eigenschaften reagieren
(128). Da sich im Rahmen der Reperfusionsschiden multiple
Immunaktivierungsprozesse abspielen, bei denen die Neutrophilen als zelluldre
Bestandteile im Immunsystem zwar die wesentliche Rolle spielen, jedoch vom
Zusammenspiel komplizierter Molekiilinteraktionen in ihrer Pathogenitdt unterstiitzt
werden, ist anzunehmen, dass man die Kontrollmoglichkeiten im Rahmen des durch
EKZ vermittelten SIRS sicherlich nicht ginzlich ausgeschopft hat (108). Es sollte nun
vielmehr darum gehen, bei der Bekdmpfung dieser Prozesse die zum Teil vorteilhaften,
allerdings  nicht als ginzlich  effektiv  einzuschdtzenden  gegenwirtigen
Filtrationsmethoden von verschiedenen Seiten aus weiter zu verbessern bzw. neue
Methoden zu entwickeln, die einen antiinflammatorischen Effekt bzgl. des ,,Traumas
EKZ* besitzen und nicht ausschliefSlich auf der Basis einer reinen mechanischen

Filtration von pathogenen Blutbestandteilen arbeiten.

Einschrinkung moderner Filtrationstechniken in der Kardiochirurgie:

Es ist sehr wahrscheinlich, dass Leukozyten trotz Hingen bleiben in den synthetischen
Filtermaschen weiterhin immunaktive Stoffe sezernieren oder sogar durch das Hingen
bleiben selbst noch mehr aktiviert werden (167). In den vergangenen Jahren wurde in
diversen Studien belegt, dass der grofite Schaden am Gewebe durch massive
Neutrophilenaktivierung wihrend der so genannten Reperfusionsphase (127, 25, 32) der
herzchirurgischen FEingriffe stattfindet und daher entsprechend als ein giinstiger
Zeitpunkt fur die Entfernung dieser immunkompetenten Zellen aus der EKZ diskutiert
wurde (110). Neuesten Studien zufolge scheint es keinen klinischen Unterschied
bezogen auf Filtrationszeitpunkte bzw. —dauer im Rahmen der EKZ zu geben (126). Die
PMNE und MPO Serumkonzentrationen, die als inflammatorische Marker gelten, sind
sogar gegeniiber ohne LF operierten Patienten postoperativ eher erhoht, so dass hier

keine giinstigen Auswirkungen der Leukozytenfiltration zu verzeichnen waren (126). Im
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Rahmen einer Studie mit Hochrisikopatienten zeigte sich fiir die mit LF operierten
Patienten sogar ein schlechteres postoperatives Ergebnis verglichenen mit dem
Kollektiv, das ohne LF operiert wurde (107). Da man auch am Anfang des 21.
Jahrhunderts immer noch Lungen- und Hirnédeme, verminderte Nierenleistung, meist
voriibergehende kognitive Defizite und andere Organdysfunktion als Ausdruck des
,»Iraumas EKZ* bei Patienten mit kardiochirurgischen Eingriffen beobachtet, kann man
zwar erwihnen, dass die Ausprdgung dieser Schdden durch den Einsatz von diversen
Filtrationstechniken oder einer Vollheparinisierung im Rahmen der EKZ (129, 130)
leicht vermindert wird. Andererseits muss man jedoch feststellen, dass eine koronare
Bypassoperation, die meistens eine elektive Operation ist, den Patienten nach wie vor in

einen lebensgefahrlichen Zustand erst nach der eigentlichen Operation bringen kann.

Die Qualitdt der inflammatorischen Prozesse wird nicht nur allein durch Interaktionen
von Blutzellen mit dem GefdBlendothel bestimmt, sondern in gleicher Intensitdt von
humoralen, sich auf molekularer Ebene abspielenden Prozessen mit beeinflusst (131).
So sollte die Forschungsmaxime der nidchsten Jahre dahingehend ausgerichtet werden,
moglichst alle Komponenten der Immunkaskade zu kontrollieren, da vor allem so die
fir den Patienten relevanten korperlichen Schdden noch weiter reduziert werden
konnen.

Am Leukozytenfilter bzw. in der EKZ selbst bieten sich eine Reihe von Moglichkeiten,
verschiedene Parameter, die sich giinstig auf den postoperativen Zustand des Patienten
auswirken konnen, zu verdndern und damit das Filtrationsergebnis bzw. den
postoperativen Zustand zu verbessern. Leukozyten reagieren unterschiedlich beziiglich
ithres Anhaftens an Filteroberflichen, wenn man Oberflichenladung und
Oberflachenchemie der Filtermedien verédndert. Auch in der Interaktion der Leukozyten
(insbes. Neutrophile und Makrophagen) mit dem GefdBendothel kann man einen
Ansatzpunkt sehen, die inflammatorische Antwort des Immunsystems auf den ,,Stress*
zu modulieren und zu unterbrechen. Ein weiterer wichtiger Angriffspunkt liegt darin,
das Zusammenspiel der verschiedenen immunkompetenten Zellen, vermittelt durch die
oben angesprochenen Molekiile (Chemokine, Enzyme des oxidativen Stoffwechsels,
Elastase, Zytokine, Endothel- Peptide usw.) bzw. die Aktivitét dieser Molekiile selbst zu
bremsen und zu unterbrechen.

Diese einzeln kurz aufgefiihrten Moglichkeiten einer Modulation EKZ vermittelter

Pathogenitét lassen sich wie folgt konkretisieren:
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Da fir die GefiaBendothelndherung durch neutrophile Granulozyten der
Oberflaichenmarker Selectin (ELAM-1) nétig ist (,,slow rolling®), sie selbiges iiber die
Integrine penetrieren (,,firm adhesion) und schlieBlich durch dieses hindurchwandern
(,,transmigration*) konnen, kann man nun versuchen tiiber eine Blockade dieser
Vorgéinge mit Hilfe von Antikorpern gegen diese Rezeptoren die Zell- Zell Kontakte zu
verhindern, um eine Penetration des Extravasalraumes und die sich daran anschlielende
Degranulation der Neutrophilen zu unterdriicken (45).

So ist eine Verbesserung bzw. Ergénzung der bisher eher mechanischen Filtration durch
eine bioaktiv- inhibitorisch funktionelle Methode anzustreben, bei der unter Umstinden
nicht nur an eine Modifikation der heute verwendeten Leukozytenfilter (z.B. Modell
LG-6 der Firma Pall GmbH) zu denken ist, sondern ein zweiter, eben bioaktiver Filter
zusitzlich in dieses Filtersystem integriert wird, indem dieser zum gingigen,
herkdmmlichen Leukozytenfiltersystem in Reihe geschaltet wird. Abb. 23 stellt diesen

Gedanken schematisch dar.
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Abbildung 23: Ubersicht EKZ mit bioaktivem Filter
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Im Blut frei zirkulierende Mediatorstoffe, insbesondere Zytokine und Chemokine wie
TNF-a, IL-8 oder IL-1 spielen bei der Expression von Adhdsionsmolekiilen (z.B.
ICAM-1) auf den GefidBBendothelzellen und Induktion von Chemotaxis eine
entscheidende, initiale Rolle. Hier ergibt sich ein weiterer Angriffspunkt, um an eine
spezifische, gezielte Inaktivierung dieser Stoffe mit einem fiir sie spezifischen
Antikdrper zu denken, wodurch zum einen eine Quantititsreduktion der einzelnen
Molekiile im zirkulierenden Blutvolumen und zum anderen die damit verbundene
Reduktion von Leukozytenadhirenz vermittelnden Endothelzellrezeptoren erreicht
werden kann. Diese Eigenschaft von Antikorpern kdnnte in den néchsten Jahren von
Bedeutung bei der Verbesserung der Filtrationstechniken in der Herzchirurgie werden.
Ein bereits bei schweren Erkrankungsfillen der rheumatoiden Arthritis und chronisch
entziindlicher Darmerkrankungen eingesetzter TNF-a Antikorper (Infliximab) konnte
hierbei bereits deutliche klinische Erfolge bzgl. der Einddmmung der inflammatorischen
Potenz dieser Krankheiten erzielen (132, 133). Der Einsatz dieser Substanz bietet
allerdings auBBer den hohen Therapiekosten weiter klinische Nachteile. Generell ist zu
beachten, dass Substanzen, die TNF-a hemmen, damit auch die korpereigene Abwehr
gegen Infektionen und Krebszellen schwichen. Ein vermehrtes Auftreten von
Infektionen und Krebserkrankungen ist daher nicht ausgeschlossen. Unter der
Behandlung mit Infliximab kommt es beispielsweise nicht selten zu Infektionen der
oberen Atemwege oder Infektionen durch Herpesviren (134, 135). AuBBerdem reagieren
einige Patienten auf die Therapie mit der Bildung von Auto-Antikoérpern (Antikdrper
gegen korpereigene  Antigene). Damit steigt eventuell das Risiko fiir
Autoimmunerkrankungen an. Der Einsatz von Infliximab oder Ethanercept (I6slicher
TNF-a Rezeptor) wurde im Rahmen der EKZ bislang noch nicht erprobt. Eine Bindung
von z.B. diesen Substanzen auf eine Matrix bei extrakorporalem Einsatz konnte die

Kosten und Toxizitdt méglicherweise deutlich reduzieren.

Da dem so genannten oxidative burst, an dem viele verschiedene lonenverbindungen
und oxidativ wirksame Substanzen beteiligt sind, eine Schliisselrolle als
Pathogenititsfaktor bei herzchirurgischen Eingriffen zukommt, muss hier ebenfalls ein
Ansatzpunkt fiir Pathogenititsminderung gesucht werden. Die entstehenden Produkte
des oxidative bursts sind die ROS (reactive oxygen species). Das bedeutet, dass ein
modifiziertes Filtersystem mit einer pharmakologischen Zusatzkomponente ausgestattet

werden konnte, die diese Produkte abfiangt. Zum einen, um den direkten Schaden, den
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diese Stoffe am Gewebe hervorrufen zu vermeiden und zum zweiten durch ein
quantitatives Einddmmen dieser Stoffe die Stimulation von Transkriptionsfaktoren, wie
NF-kB, die ihrerseits fiir eine vermehrte Produktion von proinflammatorisch wirksamen
Zytokinen sorgen (136, 137), zu minimieren. Ahnlich wie die ROS, die wie oben schon
erwihnt zelltoxische Metabolite darstellen, produzieren Neutrophile diverse Enzyme
und schiitten diese in den Extrazellulirraum, in den sie ,,emigriert” sind, aus und
hinterlassen sie dariiber hinaus anscheinend auch dort (138). Zu diesen Enzymen gehort
z.B. auch Elastase, ein Faserprotein spaltendes Enzym, das in der Lage ist, Zell- Zell
Kontakte zu ,,durchtrennen (45, 54). Im Rahmen der EKZ vermittelt Elastase zwar
nicht direkt eine erhohte Endotheldurchléssigkeit, indirekt wird allerdings die
Extravasation der Neutrophilen vorangetrieben (45). Proteaseinhibitoren wiederum sind
in der Lage, die pathogene Wirkung der erhohten Leukozytenelastase Konzentrationen
abzuschwichen, dadurch dass sie gebunden und inaktiviert wird (139).

Fiir die Verbesserung steht uns auerdem noch ein uns bekannter und gut erforschter
humoraler Immunabwehrmechanismus, das Komplementsystem, zur Verfiigung. Das
gleiche Prinzip, wie bei den vorangestellten Angriffspunkten einer Filterverbesserung
gilt auch hier: Einddmmung des morphologischen, klinischen Schadens durch
Neutralisation bzw. Inhibition der jeweiligen immunologischen Reaktionskomponente.
Auch hier ist erneut an eine Leukozytenfilterzusatzbeschichtung mit spezifischem
Komplementrezeptorantikdrper zu denken, was auch in klinischen Studien zu einem
messbaren Ergebnis gefiihrt hat, wenn die Rezeptoren von Komplementfaktor C5a mit
Antikdrper spezifisch blockiert werden (140). Nun stellt sich jedoch die Frage, wie die
technische Umsetzung der oben angefiihrten Verbesserungsvorschldge aussehen konnte.
Es gilt zu kldren, ob =z B. eine schlichte direkte Beschichtung der
Polyesterfilteroberflichen mit den relevanten Antikdrpern ausreicht, um damit eine
signifikante Reduktion der einzelnen pathogenen, molekularen Strukturen zu erreichen
oder ob diese Beschichtung eines komplexeren Tragermechanismus bedarf, der in den
Leukozytenfilter integriert wird und so den mechanisch physikalischen Aspekt der
bestehenden Techniken mit der oben angefiihrten bioaktiven funktionellen Komponente
komplettiert. Z.B. gibt es die Moglichkeit kleine Kunststoftkiigelchen, so genannte
Microbeads, mit einem Durchmesser von 50-100um mit Antikérpern zu beschichten
und dann in den Leukozytenfilter zu integrieren. Durch Zirkulieren dieser mit
Antikdrpern beschichteten Microbeads, die ihr jeweiliges (inflammatorische Aktivitit

forderndes) Antigen abfangen und inaktivieren konnen, wird eine stindige Reduktion
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der pathogenen Substanzen erreicht. Dadurch wird eine deutlich reduzierte Riickgabe
dieser Molekiile (z.B. TNF-a oder IL-1) in den Patientenkreislauf bzw. in die
Patientengewebe gewihrleistet, was in Abschnitt 3 dieser Arbeit bereits in Ansédtzen

gezeigt werden konnte. Abb. 24 gibt diesen Gedanken schematisch wieder:
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Abbildung 24: bioaktiver Filter/Zytokinfilter Detailansicht

Eine klinisch anscheinend bedeutende Alternative zur Minimierung der
Pathomechanismen ist die Moglichkeit zur funktionellen Inhibierung aktivierter
neutrophiler Granulozyten auf einem grundlegenderen Niveau, ndmlich in ihrer
Stoffwechsel- und Syntheseaktivitdt, um es gar nicht erst zur Aktivierung und
Produktion schiadigender Metabolite kommen zu lassen. Der Vorgang der Apoptose, der
unter physiologischen Bedingungen zum programmierten Zelltod fiihrt, spielt hierbei
eine wichtige Rolle (141). In Teil 3 dieser Dissertation werden Ergebnisse gezeigt, die
belegen, dass eine mit anti-CD95 IgM beschichtete LF Membran in der Lage dazu ist,
Apoptose bei Zellen auszuldsen, die CD95 Rezeptoren auf ihrer Zelloberflache
exprimieren. So konnte diese Arbeit wichtige in vitro Vorversuche fiir die Entwicklung
eines so genannten Leukozyteninhibitionsmoduls (LIM, Leukocare Medizintechnik
GmbH, Miinchen) liefern. An unter EKZ Bedingungen operierten Schweinen konnte
gezeigt werden (142), dass nicht die herkdmmlichen Leukozytenfiltersysteme sondern

ein so genanntes LIM in der Lage war, Aktivitidt neutrophiler Granulozyten wéhrend
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Operationen am offenen Schweineherzen im Tiermodell messbar abzuschwéchen. Die
Leukozytenfunktion konnte sogar unter Blutflussbedingungen moduliert werden. Die
theoretische Grundlage fiir die Entwicklung des LIM war die in vitro nachgewiesene
Tatsache, dass Neutrophile, die an CMV infizierten Epithelzellen adhérieren innerhalb
von Minuten Thre Zell- Zell Kontakte verlieren und nicht mehr in der Lage dazu sind,
die Epithelbarriere im Sinne von Transmigration zu {iiberwinden (143). Dieses
unerwartete Phdnomen ist allerdings als unabhingig von der Fas/FasL getriggerten
Apoptose anzusehen, die eine wichtige physiologische Rolle bzgl. der Regulation von
angeborenen/eigenen  Immunantworten  spielt  (144). FasL  gehort  zur
Tumornekrosefaktor Familie und ist der Ligand von Fas (CD95), welcher auf
aktivierten Leukozyten und anderen Gewebezellen exprimiert wird und zwar hiufig bei
solchen, die Einfluss auf das Immunsystem ausiiben bzw. Teil dessen sind (145). Die
Interaktion zwischen FasL und Fas aktiviert u. a. das Apoptosesignal in Zellen und fiihrt
dadurch zum programmierten Zelltod. Dys- bzw. fehlregulierte Fas/FasL abhingige
Mechanismen sind involviert bei diversen Autoimmunerkrankungen, wie z.B. der
Hashimoto Thyreoiditis (146), Hepatitis (147) oder Myasthenia gravis (148). Losliches
Fas wurde bereits zu therapeutischen Zwecken bei Méusen angewandt, um bei ihnen
Hepatitis zu verhindern (147) und auBlerdem bei der Behandlung des systemischen
Lupus erythematodes (SLE) eingesetzt (149). Dariiber hinaus wurden bereits
monoklonale anti CD95 IgM Antikorper benutzt, um bei Tumorzellen (150) und HIV
infizierten Zellen (151) Apoptose zu in Gang zu setzen. Ungliicklicherweise gibt es
allerdings auch andererseits Patienten, bei denen die lokale Apoptoseinduktion oder
Administration von CD95 Antikorpern, z.B. in Lungengewebe zu ernsten entziindlichen
oder fibrotischen Verdnderungen fiihrte (152, 153). Im Gegensatz hierzu handelt es sich
bei den Effekten, die sich in der obigen tierexperimentellen Arbeit zeigten, um anti
CD95 induzierte Effekte, die auf ein extrakorporales Filtersystem beschriankt waren.
Experimente mit radioaktiv markierten Antikdrpern konnten belegen, dass die Bindung
zur LIM Oberfldche sogar unter addquaten Blutflussbedingungen stabil ist. Folglich
erlaubt LIM die Inaktivierung der im Fluss befindlichen Neutrophilen nach kurzem,
voriibergehendem Kontakt mit der Fas stimulierenden Polyester- Fiberoberfliche ohne
andere Gewebe durch Apoptose induzierte Entziindung zu beeinflussen bzw. zu
schiadigen. Die Inaktivierung wird innerhalb von Minuten beobachtet und inaktivierte
Neutrophile werden von Makrophagen erkannt und phagozytiert (154). Experimentell

ist Apoptose nach Fas/FasL Interaktion normalerweise frithestens nach vier Stunden
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nachweisbar (143). Die funktionelle Inhibierung der Neutrophilen, die im Rahmen
verschiedener in vivo Studien beobachtet wurde, ist also hochstwahrscheinlich nicht
iiber den oben genannten Apoptoseweg zu erkldren. Bei oben genannter LIM Studie
wurden in vier Gruppen eingeteilte Schweine einer Herzoperation unterzogen: Gruppe I
ohne EKZ, Gruppe II mit EKZ ohne LF und ohne LIM, Gruppe III mit EKZ und LF und
Gruppe IV mit EKZ und LIM. Ex vivo wurden die prozentualen Anteile der
Neutrophilen, die spontaner Apoptose unterliegen innerhalb der Gruppen 4 Stunden
nach Isolation der Neutrophilen verglichen. Diese Experimente zeigten, dass die
chirurgische Manipulation (Gruppen I-III) den prozentualen Anteil der spontan
apoptotischen Neutrophilen im Vergleich zu den Neutrophilen, die vor dem Eingriff
isoliert wurden, reduzierte. Bei zwei von fiinf Tieren konnte LIM den Abfall der
apoptotischen Zellanzahl minimieren, so dass man annehmen kann, dass LIM friihe
Apoptose iiber CD95 generiert. Es ist bekannt, dass gestorte und/oder spite Apoptose
mit diversen proinflammatorischen Erkrankungen, wie dem Kawasaki Syndrom (155)
oder SIRS (156) vergesellschaftet ist. Bei herzchirurgischen Eingriffen ist die spéte
Apoptose von neutrophilen Granulozyten dementsprechend mit inflammatorisch
bedingten Gewebedysfunktionen verbunden (157) und folglich kdnnte die Stimulation
vom CD95 Rezeptor die geeignete Intervention zur Minimierung dieser
Gewebedysfunktionen sein. Allerdings zeigen vorausgehende, mit Annexin V/PI
gewonnene Daten im Vollblut sofort nach Sammlung gegenwirtig keinen Hinweis, dass
fiir LIM getriggerte, schnelle Apoptoseinduktion nachweisbar ist. Deswegen ldsst sich
aus diesen im Tierversuch gewonnen Daten vermuten, dass die beobachtete Fas
verwandte Inhibierung der neutrophilen Aktivitit der Apoptose vorangeht, ein
Phanomen, dass kiirzlich beschrieben wurde (143). Weiterfiihrende Studien miissen
jetzt im Detail quantitativ kldren, wie sich die Passage der neutrophilen Granulozyten
durch das LIM auf sie auswirkt. Zusétzlich sind weiterfilhrende Untersuchungen bzgl.
der molekularen Mechanismen und Kaskaden von Né6ten. Man vermutet, dass auf Fas
Signalen beruhende, phenotypische Zellverdnderungen (158) unter Umstdnden zu einer
schnellen Abrdumung und Beseitigung von inaktiven und frithapoptotischen Zellen
flihren konnen (154). Dies wiirde die Reduktion der Leukozytenzahlen im LIM
verglichen mit den herkdémmlichen Leukozytenfiltern erkldren, da in den Filtermaschen
des Leukozytenfilters gefangene Leukozyten gefunden wurden, weitaus weniger jedoch
im LIM. Der zeitliche Anstieg der weillen Blutzellen bzw. Neutrophilen (Leukozytose)

in den Gruppen I und II aber auch in der Leukozytenfiltergruppe lasst sich durch die
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Erkenntnis erkldren, dass intraoperativ Vorldufer der Neutrophilen (sog.
Linksverschiebung) aus dem Knochenmark ausgeschwemmt werden (159). Die
Leukozytenfilter reduzieren die Leukozytenanzahl lediglich zwischenzeitlich wihrend
der frilhen Phase der extrakorporalen Zirkulation, was sich mit Ergebnissen aus
klinischen Studien deckt (110). In der LIM Gruppe war allerdings eine deutlich
reduzierte Lymphozytenpopulation verglichen mit der LF Gruppe nachweisbar, was

sich ebenfalls durch die anti CD95 vermittelte Inaktivierung erklédren lasst (143).

Es gibt Erkenntnisse dariiber, dass chirurgische Traumata und der FEinsatz der
extrakorporalen Zirkulation die Leukozytenanzahl und -funktion verdndert, was
wahrscheinlich zur mit EKZ in Verbindung stehenden Immunsuppression und erhéhtem
Auftreten von postoperativen Infektionskomplikationen fiihrt (160). Die gewonnenen
Daten  belegen, dass LIM die Lymphozytenpopulation beziiglich der
Lymphozytenanzahl am Ende des chirurgischen Eingriffs stabilisiert. Zudem wurde
herausgefunden, dass mitogen induzierte Lymphozytenproliferation zu jedem Zeitpunkt
in beiden Gruppen vorkommt, was dafiir spricht, dass LIM die funktionelle Aktivitit
der Lymphozyten nicht beeintrdchtigt. Im Gegensatz dazu limitiert LIM die
Plasmakonzentrationen des proinflammatorischen Zytokins TNF-a signifikant, das
bekannter Weise zur Entwicklung des SIRS (161) und Dysfunktion bei Epithelbarrieren
(162) beitragt. Daher kann LIM ein wichtiges Mittel zur Verhinderung von TNF-a
induzierter Pathogenese ohne pharmakologische Intervention (163) werden und
Anwendung in der Herzchirurgie aber auch anderen klinischen Bereichen wie
Transplantation, Trauma oder Sepsis finden (161). Vorhergehende Resultate in einem
dhnlichen experimentellen Rahmen zeigten auerdem, dass zusitzlich zur Reduktion der
TNF-o Konzentrationen im Plasma ebenfalls eine Verringerung des Anstieges der
Zytokine IL-6 und IL-8 unter LIM Bedingungen zu verzeichnen war. Dazu kommt, dass
die Undichtigkeit des Gefillendothels und der extrazelluldren Matrix durch Adhésion
der Neutrophilen und transendothelialen Transmigration verursacht wird (17, 164, 165).
In Transwell Kammer Assays konnte ein signifikanter, EKZ vermittelter Anstieg der
hauptsédchlich IL 8 verursachten neutrophilen Transmigrationsaktivitit im Zeitablauf
beobachtet werden (142). Uberraschenderweise verloren die Neutrophilen aus der LIM
Gruppe ihre Fahigkeit, in diesem Modell zu transmigrieren. In Verbindung mit der
Tatsache, dass im Inneren des LIM so gut wie keine adhdrenten Neutrophilen zu finden

waren, bestitigt diese Erkenntnis zuletzt publizierte in vitro Daten, die die Inaktivierung
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der Neutrophilen nach kurzem Kontakt mit FasL exprimierenden Epithelzellen zeigten
(143). Die zugrunde liegenden biochemischen Signaltransduktionswege, die Fas
nachgeschaltet sind und zum schnellen funktionellen Verlust der Zellen fiihren, sind bis
jetzt nicht geklart. Insgesamt wurden Hinweise dafiir gefunden, dass LIM vor EKZ
assoziierter Pathogenese und Gewebeschiddigung schiitzt, weil die CK und CK-MB
Werte, verglichen mit EKZ allein, deutlich reduziert waren. Obwohl auch &hnliche
Ergebnisse in der LF Gruppe beobachtet wurden, fand man in einer friiheren klinischen
Studie mit Hochrisikopatienten unter Einsatz von LF deutlich erhéhte CK und CK-MB
Werte in Verbindung mit signifikant erhohten PMN Elastase Mengen (105). Leider ist
es gegenwartig nicht moglich, standardisiert Schweine PMN Elastase zu messen, da
hierfiir kein kommerzieller PMNE ELISA Test erhiltlich ist. Die Griinde fiir die eher
negativen Effekte, die in dieser Studie fiir die Leukozytenfilter beobachtet wurden sind
unklar, lassen sich aber unter Umstéinden mit folgender Theorie erkldren: Neutrophile,
die von den Filtermaschen gefangen werden, sind noch immer immunaktiv und
produzieren weiterhin proinflammatorische Zytokine, die im weiteren Verlauf
unerwiinschte bekannte Effekte hervorrufen. Die Erkenntnis, dass herkommliche
Leukozytenfilter trotz der Tatsache, dass die Gesamtleukozytenanzahl durch sie nicht,
CK und CK-MB Mengen allerdings doch reduziert werden, riihrt andererseits daher,
dass eine nicht unerhebliche Menge aktivierter Neutrophiler durch die Filtermaschen
aufgehalten werden, die das Endothel nicht penetrieren und dadurch keine pathogenen
Effekte wie Transmigration und Gewebedefekte hervorrufen kénnen. Uberraschend ist,
dass LIM diese Effekte ebenfalls zu verhindern vermag, jedoch ohne Leukozyten in den
Filtermaschen zu fangen, was das CD95 basierte Wirkprinzip des LIM unterstreicht.
Laufende Studien in gleichen Experimentkonstellationen legten nahe, dass LIM
auBerdem noch positive Auswirkungen auf die postoperative Herzfunktion auszuiiben
vermag (166). Es konnte allerdings nicht gezeigt werden, ob LIM positive Effekte auf
die Nieren- oder Lungenfunktion hat, weil in diesem Modell die EKZ vermittelte
Verminderung der postoperativen Organfunktion nicht gemessen werden konnte. Die
Funktion der Leber wurde allerdings nicht beeintrachtigt. Auf zerebralem Niveau
konnte LIM die EKZ vermittelte Erh6hung der Durchléssigkeit der Blut- Hirnschranke
des Schweins nicht vermindern, was durch die Injektion von Evans Blue Ldsung
postoperativ histologisch sowie photometrisch nachgewiesen werden konnte. Die
Relevanz dieses Ergebnisses ist allerdings unklar, weil durch anschlieend

durchgefiihrte MRT Messungen kein Hirnddem nachweisbar war.
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Schlussendlich présentiert sich LIM, bezogen auf das zitierte Schweinemodell, als eine
effektive Methode, mit der sich funktionelle Leukozytenaktivitit inhibieren und dadurch
die pathogenetische Folge der mit EKZ durchgefiihrten kardiochirurgischen Eingriffe
limitieren ldsst (166). LIM erlaubt die Inaktivierung der Neutrophilen durch CD95
Rezeptor Stimulation ohne andere Organsysteme durch Apoptose vermittelte
Entziindungsreaktionen zu beeintrachtigen. Nun miissen weitere Studien durchgefiihrt
werden, um den postoperativen Profit und die Effektivitdit des LIM in klinischen

Studien zu evaluieren.

Diese Arbeit leistet die Vorarbeit fiir ein neues, bioaktives Modell, dass eine
Uberarbeitung der bisher entwickelten Filter bzw. Filtrationstechniken mittels einer
Kombination aus den oben genannten Blockierungsmechanismen auf immunologischer
Ebene, Inhibierung von intrazelluldren Signaltransduktionswegen sowie anderer
Mechanismen, die Leukozytenaktivitit und -pathogenitit auf Signalkaskadenebene
inhibieren bzw. die bestehenden Methoden optimieren und dadurch den gewiinschte
Erfolg erbringen. Dies hitte einen erheblichen klinischen Vorteil fiir den
kardiochirurgischen Patienten zur Folge, so dass sich die bisher bestehenden Grenzen in
diesem Bereich sich weiter zu Gunsten des herzchirurgischen Patientenklientels
verschieben konnten. Aber nicht allein die Filtration gilt es zu verbessern, auch
adjuvante pharmakologische Interventionen koénnen in den néchsten Jahren unter

Umsténden eine klinische Zustandsbesserung des Patienten herbeifiihren.
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5 Zusammenfassung und Schlussfolgerung

Operative Eingriffe am offenen Herzen wie die hdufig durchgefiihrten Bypass- und
Herzklappenersatzoperationen bediirfen fast immer der Unterstiitzung durch die Herz
Lungenmaschine bzw. extrakorporale Zirkulation. Durch den Kontakt des Blutes mit
nichtorganischen Fremdoberflichen der EKZ kommt es zur Induktion einer transienten
Hyperaktivitit neutrophiler Granulozyten. Nachdem Herz und Lunge nach Offnung der
Aortenklemme ihre physiologische Funktion wieder aufnehmen und reperfundiert
werden, werden aus diesen ischdmischen Organen dariiber hinaus pathogene Molekiile
wie freie Sauerstoffradikale freigesetzt. Von aktivierten Neutrophilen freigesetzte,
immmunkompetente Molekiile (z.B. Zytokine) fiihren zusammen mit diesem oxidativen
Stress zu Organdysfunktionen durch Odembildung in Koérpergeweben wie Myokard,
Lunge, Gehirn und Gastrointestinaltrakt und dadurch zu typischen Folgeerscheinungen
wie z.B. verldngerter postoperativer Beatmungszeit oder (meist transienten)
neuropsychologischen Dysfunktionen im Sinne von kognitiven Defiziten. Andere
Pathomechanismen wie Mikroembolien durch z.B. Kleinstteilchen und Gasbildungen
aus dem OP Gebiet verstirken diese pathogenen Effekte. Resultat ist eine verlédngerte
Regenerationsdauer und ein verldngerter Krankenhausaufenthalt der operierten

Patienten.

Zur Minimierung dieser unerwiinschten Wirkungen der EKZ wurden in den letzen 20
Jahren diverse Techniken zur Filtration der unterschiedlichen Kreislaufbestandteile
innerhalb der EKZ entwickelt. Von besonderem Interesse ist die seit ca. 8 bis 10 Jahren
etablierte Filtration aktivierter neutrophiler Granulozyten, die die Hauptverantwortung
fiir das aseptische Entziindungsgeschehen unter Anwendung der EKZ tragen.
Entwicklung und FEinsatz dieser leukozytenspezifischen Filtersysteme fiihrt zwar zu
einer deutlichen Reduktion der zirkulierenden immunaktiven Zellen und zu einer
geringgradigen Verringerung der pathogenen EKZ Folgeerscheinungen, die Effektivitit
der gegenwirtigen Leukozytenfiltration stellt sich allerdings nur in einzelnen Berichten
als positiv dar. Die Daten, die einen deutlichen klinischen Vorteil der
Leukozytenfiltration zeigen, sind nicht vorhanden. Die unterstiitzende Anwendung

antiinflammatorischer, systemisch angewandter Pharmaka flihrte zwar bei den meisten
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Praparaten zu Erfolg versprechenden Ergebnissen im Tierversuch, konnte aber beim
operierten Patienten selbst zu keiner deutlichen Verminderung der unerwiinschten EKZ

Wirkungen beitragen.

Unter der Vorstellung, dass gefilterte, aktivierte Leukozyten zum Grof3teil zwar nicht in
den Patientenkreislauf zuriickgepumpt werden, jedoch immer noch immunaktive Stoffe
von ihnen synthetisiert und sezerniert werden konnen, liegt es auf der Hand, dass die
aktuell zum klinischen Einsatz kommenden Filtersysteme zum Zwecke der
Filtrationsoptimierung und  konsekutiver  Pathogenitidtsminimierung  durchaus
verbesserungsbediirftig sind.

Die in Abschnitt 3 angefiihrten Ergebnisse belegen, dass antikdrperbeschichtete
Leukozytenfiltermembranen durchaus in der Lage sind, in einem Kreislaufmodell ihre
entsprechenden Antigene herauszufiltern und damit zu inaktivieren. Als klinische
Anwendung ist dieses Modell allerdings nur unter einem immensem Technik- sowie
Kostenaufwand umsetzbar, so dass sich die Frage nach alternativen Losungsstrategien

stellt.

Diese Arbeit leistete die theoretische Grundlage zur Entwicklung eines in naher Zukunft
moglicherweise klinisch praktikablen Moduls zur Leukozyteninaktivierung. Da anti
CD95 IgM in der Lage sind, Apoptose in CD95 Rezeptor tragenden Zellen zu
induzieren und diese damit bzgl. ihrer Stoffwechselaktivitit zu limitieren bzw. zu
inaktivieren, konnte ein ebenfalls in Abschnitt 3 vorgestelltes Modell zeigen, dass in
CD 95 Rezeptor tragenden Zellen iiber ihren Kontakt mit anti CD95 IgM beschichteten
Leukozytenfiltermembranen Apoptose induziert werden kann. Ein detailverbessertes,
anti CD95 IgM beschichtetes Leukozytenfiltersystem (Leukozyteninhibitionsmodul,
»LIM®) zeigte bereits im Schweineversuch eine deutliche Verbesserung der
postoperativen Herzfunktion gegeniiber der Tiergruppe, die mit herkdmmlichem
Leukozytenfiltersystem operiert wurde. Auflerdem konnte eine deutlich reduzierte
Transmigrationsfahigkeit (als Mall des Aktivierungszustandes) der aus dieser EKZ
isolierten Neutrophilen nachgewiesen werden, so dass Grund zur Annahme besteht,
dass dieses Modell in Zukunft den herkdmmlichen Leukozytenfilter ablsen konnte. Mit
dieser Arbeit wurde eine Moglichkeit aufgezeigt, wie die Problematik der EKZ

induzierten Immunpathogenese grundlegender bekdmpft werden kann.
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