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1. Einleitung

1.1 Einflhrung

Erst durch die Madoglichkeit, mittels einer HdrmngenrMaschine (HLM) die
Kreislauffunktion und den Gasaustausch aufrecht zu erhalten und damérderdlng

des Organismus mit Sauerstoff zu gewahrleisten, wurden Operationesffemen
Herzen moglich. Dies ist vor allem bei korrigierenden Eingriffen angeleorund
erworbener Herzfehler, bei Bypassoperationen als Folge der koronarsiran&heit
sowie bei Herztransplantationen notwendig, welche ein temporéreshalisacder
Pumpfunktion des Herzens erfordern.

Die HerzLungenMaschine Ubernimmt dabei als extrakorporales Ersatzsystem die
Pumpfunktion des Herzen sowie die Oxygenierungsfunktion der Lunge. Bereits 1937
gelang es dem Amerikaner John Gibbon in einem Experiment, die
Kardiopulmonalfunktion zu tGbernehmen und den Organismus vorubergehend durch
kinstliche Oxygenierung ohne Schaden zu versorgen. Nach langjahriger
experimenteller Vorarbeit gelang Gibbon am 6. Mai 1953 der Verschlul3 eines
Vorhofseptumdefekt bei einer 48hrigen Frau. Die Patientin wurde dabei 26 Minuten
vollstandig durch Gibbons HetaingenMaschine versorgt, wahrend das Loch der
Herzscheidewand verschlossen wurde. Innerhalb weniger Jahre entwickeliedie
offene Herzchirurgie und die Perfusionstechnik zu Routinemethoden. Wahrena in de
ersten Jahren die offene Korrektur vorwiegend kongenitaler Vitien das
Operationsprogramm  bestimmte, dominieren heute vor allem erworbene
Herzerkrankungen. Besonders die Koronarchirurgie und die Klappenchirurgie
bestimmen den Alltag einer herzchirurgischen Klinik.

Das verwendete Grundsystem einer HewngenMaschine besteht dabei aus einer
Pumpe, einem Oxygenator, einem vendsen Reservoir, einem Hypothermiegerat und
einem arteriellen Filter. Der Anschlul der He&ungenMaschine an das
Kreislaufsystem des Patienten erfolgt dabei Uber die venae capegos et inferior

oder den rechten Vorhof. Mit Hilfe einer Pumpe wird das Blut dem Oxygena
zugefuhrt, in welchen der Warmeaustauscher meist integriert istchDdas

Hypothermiegerat ist eine Senkung der Bluttemperatur at8028 und damit eine



Verringerung des Sauerstoffbedarfs wahrend der Operation mdglich. Aflectdie

flieRt das Blut Giber einen arteriellen Filter wieder zuriick in die Aorta aseende
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Abbildung 1: Schema eines HLMreislaufsystems [159]



Als  Oxygenatoren  werden  heute  Uberwiegend Membranoxygenatoren
verwendet.Hierbei sind Bluund Gasphase durch eine Membran getrennt. Dies kommt
den physiologischen Bedingungen am nachsten. Die Membran ist dabei meist als
Kapillare gestaltet. Von der Gasseite her wird der Oxygenatorem#m Luft
Sauerstoffgemisch durchflutet. Aufgrund von Partialdruckdifferenzen diffundesr
Sauerstoff auf die Blutseite und Kohlendioxid im Gegenzug zur Gasseite.

Als Pumpen werden heute Rollerpumpen nach DeBakey und zunehmend auch
Zentrifugalpumpen eingesetzt. Bei den Rollerpumpen handelt es sich um eine
rotierenden Pumpenarm, welcher bei der Rotation den Schlauch altedniere
komprimiert und auf diese Weise das Blut weiterleitet. Durch dem
Schlauchdurchmesser unohaterial individuell angepal3te Okklusionseinstellung halt
sich die Traumatisierung des Blutes und damit auch die Ha&molyse erali@n
Grenzen [129].

Trotz technischer Fortschritte ist die unzureichende Hamokompiditibillgr in einer
HerzLungerrMaschine verwendeten Materialien nach wie vor ein ungeléstes Problem.
So betragt die blutkontaktierende Fremdoberflache wahrend der extrakamporale
Zirkulation zwischen & nf, wobei allein 23 nf auf den Oxygenator entfallen [159].
Zusatzlich zu diesem Fremdoberflachenkontakt kommen noch die Prozesse des
Gasaustausches sowie des Pumpens und Filterns, welche durch unphysiologische
Druckgradienten und Scherkrafte ebenfalls auf die korpuskuldren Blutkomponenten
einwirken und zu einer Schadigung fuhren.

Postoperativ fihrt der Kontakt des Blutes mit den verschiedenen @berflzu einem
Postperfusionssyndrom, welches bei einzelnen Patienten bis zum sgk@mis
Entztindungsreaktionssyndrom (SIRS: systemic inflammatory response syndrome), zum
akuten Lungenversagen (ARDS: adult respiratory distress syndrome), pgis 8ed

zum Multiorganversagen fuhren kann [23],[31],[50],[109],[124],[150],[154],[163].

Die Ursachen hierfur sind multifaktoriell. Als erste Reaktion Bleges auf die Fremd
oberflache wird die Proteinadsorption (AloumyrGlobulin und Fibrinogen) genannt.
Diese Schicht verandert zunachst die Oberflacheneigenschaften und kann zu
thrombogenen Oberflachen fihren, auf welche das Blut mit Aggregation und
Thrombenbildung reagiert: Thrombozyten bleiben haften, bilden dabei Agglomerate
und setzen Inhaltsstoffe frei. Es kommt zur Aktivierung der Kontaktphgaktor XI-

Kallikrein-Kinin-System), der intrinsischen und extrinsischen Gerinnung sowie der



Fibrinolyse. Zusatzlich zur Blutgerinnung kann durch den Werkstoffkontakt das
Komplementsystem aktiviert werden. Blutschadigung in Form von Hamolykeste
weitere Komplikation dar, wobei sich hierbei die werkstoffinduzievten der
stromungsbedingten Hamolyse unterscheiden laf3t. Letztere tritt vor wddrend der
Durchstromung extrakorporaler Systeme auf [60].

Gegenstand intensiver Forschung sind deshalb die Entwicklung von Strategien zur
Minimierung der durch die eingesetzten Fremdoberflachen induzierten ektigs
mechanismen. Dabei sind zwei sich komplett voneinander unterscheidendé&eérorge
maglich.

Zum einen kann die Reduzierung der Oberflachenaktivierung durch Verbesserung der
Hamokompatibilitdt der eingesetzten Materialien angestrebt wexdenanderen kann
versucht werden, die freigesetzten Schlisselenzyme pharmakologischbrerarhund

somit eine Kaskadenaktivierung zu verhindern. Auf die letztgenannte Mogticatiei

hier nicht naher eingegangen werden, da sie nicht Gegenstand der vorliegdmgien A
ist.

Es scheint klar zu sein, dass die Thrombogenitat eines Mategatssoi sehr von den
Materialeigenschaften abhéngt als vielmehr von der Unfahigkeit eia¢srikls, den
aktiven Prozel3 der Thrombeninhibierung und —auflésung zu simulieren, der standig im
Lumen der normalen Gefaldder Herzwande ablauft. Es ist bekannt, dass an den
Endothelzellen Heparinsulfat angelagert ist, welches mit Antithromind den
Koagulationsproteasen interagiert. Der Versuch, die Fremdoberflachendemi
Antikoagulans Heparin zu beschichten stellte einen ersten Schriit elae
antithrombogene Oberflache zu kreieren. Bereits 1963 berichteten Gat{&2] von

einer Heparinbeschichtung an mit kolloidalem Graphit vorbehandelten Kufeststes

folgte eine stéandige Verbesserung der Beschichtungstechniken, die auchdaute
anhalt. 1983 beschrieben Larm et al. [96] die Methode der Endpunktbesfestigung von
Heparin  durch kovalente Bindung. Es gelang dadurch, die aktive
Antikoagulationssequenz des Heparinmolekils zu bewahren und die thromboresistent
Eigenschaft der Heparinsuli@lykoproteide des intakten GefaRendothels in gewissen
Grenzen nachzuahmen. Die aktive Sequenz des Heparins, das spezifisdiie A
bindende Polysaccharid bleibt bei dieser Technik der Endpunktbefestigungrerhalte
Diese Technik wird als Carmedgoactivesurface (CBAS) bezeichnet. In vielen

tierexperimentellen und klinischen Studien konnte gezeigt werden, dass



heparinbeschichtete Oxygenationssysteme zu einer signifikanten Reduzienung de
Aktivierung der Kontaktphase und des Komplementsystems, der
Granulozytenschadigung, der Thrombozytenaktivierung, der Hamostasestérungen und
der Blutverluste fuhren. Es ist jedoch zu bedenken, dal} die Aktivierung der
Blutgerinnung auch von der individuellen Reaktionslage des Patienten sowie vom

Operateur und dessen Operationstechnik beeinfluf3t werden kann.

1.2 Zielsetzung

Zielsetzung dieser Arbeit war es, die Situation der extrakorpordlgkulation
realitaitsnah zu simulieren und die Effekte auf Kontaktphasenaktivierung und
intrinsisches Gerinnungssystem sowie auf Thrombozyiad Granulozytenzahl und

aktivierung zu untersuchen.
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1.3 Allgemeiner Tell

1.3.1 Heparin und Protamin

Im Jahre 1916 isolierte der Mediziner McLean einen gerinnungshemmerafeaust
Leberextrakten [104]. Howell und Holt erkannten 1918 die Bedeutung dieser Substanz
und gaben ihr nach dem Ursprungsorgan den Namen Heparin. Auch wenn Heparin
beim Menschen wahrscheinlich von verschiedenen Zelltypen produziert wires gils
sicher, dass eine grol3e Menge aus basophilen Granulozyten und Mastzellen des
Bindegewebes stammt [80][88]. 1925 gelang es dann Jorpes die chemische 8&sikt
Heparins aufzuklaren.

Heparin ist ein wasserl6sliches Glykosaminoglykangemisch unterschiexdlic
Kettenlange mit einem Molekulargewicht von 368@000 Dalton, bei einem mittleren
Molekulargewicht von 12006@5000 Dalton [65]. Das Heparinmolekil setzt sich aus
sich wiederholenden Tetrasachariden zusammen, an die Sulfatedienktionelle
Gruppen gebunden sind. Kettenlange, die Art der glykosidischen Bindung sowie
Anzahl und Position der Sulfatreste sind fir die antikoagulatorischekukdgr
entscheidend [61],[165].

Heparin entfaltet seine antikoagulatorische Wirkung, indem es sicim ede Il1-
Molekil anlagert und damit dessen Affinitdt zu Thrombin um bis zum -1&2fn
erhoht [135],[156],[157]. Heparin Ubt dabei nur einen katalytischen Effekt auselrid st
somit flr einen erneuten Reaktionszyklus zur Verfliigung. Gleichzeitig Kiedie
Konformationsanderung des AT Il Molekiils eine Wirkungsverstarkung der Irmbiti

der Faktoren IXa, Xa, Xla, Xlla und von Kallikrein [133],[164]. Es werdeso allle
Serinproteasen, die bei der Kontaktphasenaktivierung mitwirken, gehemméache
Molekilgewicht fallt die Inhibition der einzelnen Faktoren verschiedark stus [3].
Kommen niedermolekulare Heparine zum Einsatz, fuhrt dies eher auAsititaktor

Xa- Aktivitatserh6hung sowie zu einer vermehrten Inhibition der Faktoren utith
Kallikrein. Hochmolekulare Heparine hingegen hemmen vermehrt die Fakidaen

Xla und Thrombin [78]. AuRer den gerinnungshemmenden Wirkungen besitzt das
Heparin auch eine antiphlogistische Komponente, sowie Einflud auf den
Fettstoffwechsel und die Zellproliferation [44],[112].
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Bei den durchgefuhrten Modellversuchen wird das Heparin eingesetzt, um die durch die
hamoinkompatiblen Oberflachen des Oxygenators und des Schlauchsystems ausgelost
Aktivierung der Blutgerinnung zu verhindern [102]. Zum Versuchsende wird das
Heparin durch Protaminchlorid oder Protaminsulfat in einem schwetiésliKomplex
gebunden und damit neutralisiert [7],[68]. Protamine sind Basisproteingiedirem
Molekulargewicht, die in vitro stark an Heparin binden und damit die gerinaungs
hemmende Wirkung aufheben. In vivo interagieren die Protamine jedoch audénmit
Thrombozyten, dem Fibrinogen und anderen Plasmaproteinen und haben ihre eigene
gerinnungshemmende Wirkung. Aus diesem Grund wird die minimal ndétige
Protaminmenge verabreicht, die erforderlich ist, um die im Plasoraegende

Heparinmenge zu neutralisieren.

1.3.2 Hamostase und Blutgerinnung unter besonderer Bericksichtigung der

Kontaktphasenaktivierung

Nur das Zusammenwirken von Plasrmad Gewebsfaktoren sowie Thrombozyten fiihrt
zur erfolgreichen Hamostase und stellt so einen wirksamen Schut@rdasismus
gegen Blutverlust bei Verletzungen dar.

In der Phase der primaren Hamostase kontrahieren sich die Blutgeftikéorisch,

was durch zahlreiche vasokonstriktorische Substanzen wie Serotoninhdlateine

und Thromboxan Aunterstitzt wird. Auf diese Weise wird der Blutstrom verlangsamt
und die thrombozytare und plasmatische Blutgerinnung geftrdert [185]. Als erste
Schritt der zellularen Phase erfolgt die Adhasion von Thrombozyten an die
freiliegenden Kollagenfasern. Die Thrombozyten werden aktiviert, veraddemi inre
Morphologie und setzen Substanzen wie ADP, Thromboxapléttchenaktivierenden
Faktor, Serotonin, Katecholamine , Plattchenfaktor 4fsithromboglobulin frei. Dies
fuhrt zu einer irreversiblen Aggregation der Thrombozyten, die so einl&rel
Koagulum bilden.

Waéhrend der Hamostase werden die in inaktiver Form vorliegenden Ri&smnen in

ihre aktive Form udberfuhrt, welche dann wiederum den nachsten Schritt der
Gerinnungskaskade aktivieren. Man unterscheidet dabei das intrinsische vom

extrinsischen System, welche jedoch nicht als getrennt voneinander fumitichie
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betrachtet werden kdnnen. Vielmehr beeinfluRen sich diese beiden Sydienie,
steter Interaktion stehen und in eine gemeinsame Endstrecke mindereraArdang

die Aktivierung des Faktors X und am Ende die Bildung von stabilem Fileht, st
welches das zellulare Koagulum verfestigt.

Die Aktivierung des Faktors X erfolgt dabei in Gegenwart der Faktvitdn 1Xa,
Plattchenfaktor 3 und Calcium. Der aktivierte Faktor Xa wiederumdeda zusammen

mit Faktor Va, Calciumionen und Plattchenfaktor 3, Prothrombin in Thrombin um.
Thrombin spaltet seinerseits aus Fibrinogen die Fibrinopeptide A und Bialso
entstandenen Fibrinmonomere polymerisieren zu instabilem Fibrin, wedidinesnter
dem EinfluR des fibrinstabilisierenden Faktors Xl in ein unl6slicl@srinnetz
umwandelt. Dieses Fibrinnetz bildet zusammen mit sich darin verfdege
Erythrozyten und Thrombozyten den endgultigen gemischten Thrombus, der im Laufe
der Zeit mit Endothel Uberzogen wird und somit zu einem dauerhafteohWgtsder
Lasion fuhrt [92],[145].

Extrinsisches System

Das extrinsische System wird durch Zerstérung von Gewebe und dadurch bedingter
Freisetzung von Gewebsthromboplastin ( Faktor Ill) aktiviert. Diekésiert Faktor

VII, welcher als Komplex mit Phospholipiden und Calciumionen zur Aktivienon

Faktor X fuhrt [92],[123]. Faktor Vlla aktiviert jedoch nicht nur Faktor sondern

greift durch die Aktivierung von Faktor XI zu Faktor Xla in das intriclses System

ein. Diese Interaktion stellt einen wichtigen AuslésemechanismudefiirAblauf der
Blutgerinnung dar [185].

Dies erklart auch, warum angeborene Prakallikrelfaktor XIF oder X Defekte

keine schweren Hamostasestérungen verursachen.
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Tabelle: Zusammenfassung der bekannten Blutgerinnungsfaktoren:

Faktor Synonyme Konz. im Plasma (g/l)
I Fibrinogen 2,04,0

I Prothrombin 0,1

1] Gewebsthromboplastin -

A\ Calciumionen 2,152,75 (mmol/l)
\% Proaccelerin 0,01

Vi nicht bekannt -

Vi Prokonvertin 0,0005

Vil Antihamophiler Faktor 0,01-0,02

IX Christmas Faktor 0,003

X Stuart Prower Faktor 0,01

Xl Plasmathromboplastin antecedent (PTK),005

Xl Hagemann Faktor 0,0250,04

X1l Fibrinstabilisierender Faktor 0,01-0,02

PKK Fletcher Faktor 0,05

HMWK |Fitzgerald Faktor 0,06
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Intrinsic System Extrinsic System

-Thrombozytenadhésion -Zerstérung von Gewebe,
-Thrombozytenaggregation -Freisetzung von Gewebs
-viskdse Metamorphose mit thrombokinase (l11)
Freisetzung von PF3
-Kontaktaktivierung
Xl —— Xilla Vila ——VIi
+Calcium
XI— Xla Vil +Phospholipide
e > Komplex
IX—— IXa Vllla

+Calcium

+PF3,+Vllla

= Komplex
X | Xa X

+V, Calcium, PF3, PHpholide
= Komplex
Thrombin (l1a) Prothrombin (II)

Xl

Fibrinogen (I} Fibrinmonomere

unstabiles Fibrin

Xllla
+Calcium

stabiles Fibrinmonomer

Abbildung 2: Schema der Blutgerinnung
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Intrinsisches System

Wird Plasma mit negativ geladenen Oberflachen wie Dex@dfat, Silikon, Glas,
Kollagen oder auch Zellfragmenten und bakteriellen Endotoxinen in Kontakt gebrac
kommt es zu einer Voraktivierung von Faktor XII und damit des intrinsis8ystems.
Dieser als Kontaktphasenaktivierung bezeichnete Vorgang ist sehr komplek. die
Voraktivierung entsteht autokatalytisch eine geringe Menge Faktor Xliajase die
Startreaktion des KallikreiKinin-Systems initiilert. Auf diese Weise wird aus
Prakallikrein (PKK) Kallikrein (KK) gebildet, welches die waié Aktivierung von
Faktor XIl zu Faktor Xlla durch Proteolyse herbeifuihrt. Zur Aktivierung desofsibdl

zu Faktor Xla ist neben Faktor Xl die Anwesenheit von hochmolekulangemden
(HMWK) notwendig. Die ersten beiden Schritte der Kontaktphasenaktiviesum
also eng mit dem KallikrehKinin-System gekoppelt. Aus diesem Grund werden die
Faktoren Xl und XI sowie PKK und HMWK zur Kontaktphase der Blutgerinnung
gezahlt [8].

Faktor Xla aktiviert in oben genannter Art und Weise Faktor X und mimddieaer
Stelle zusammen mit dem extrinsischen System in die oben besokrigbmeinsame

Endstrecke der Blutgerinnung.

1.3.3 KallikreinKinin-System

1925 beschrieb Frey neue blutdrucksenkende Faktoren, welche spater den Namen
Kallikreine erhielten [46]. Kallikreine gehdren zur Klasse derirfpeoteinasen mit
trypsindhnlicher Spezifitat. Sie werden durch limitierte Proteolser Zymogene
aktiviert und durch spezifische Proteinaseinhibitoren inaktiviert. Zunihegtrlichen
Substraten gehoren die Kininogene, die hochmolekularen Vorstufen der Kinine.

Man unterscheidet heute zwei Kallikreine, die zu unterschiedlicham-Kystemen

gehoren:
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1. Das Orga+Kallikrein-System
Die hier zugehorigen Organkallikreine werden durch Trypsin aktiviert undespal
selbst LMWKininogen zu pharmakologisch aktiven Kallidinen. Sie kommen vor allem

in Drusen, Sperma aber auch im Urin und im Dinndarm vor.

2. Das Plasm&allikrein-System

Hier wird das Zymogen des Kallikreins, das Préakallikrein, auch Hdeteaktor
genannt, durch eine limitierte Proteolyse zu Plamalikrein aktiviert [41]. Das
Plasmakallikrein findet sich, wie der Name schon andeutet, nur i) BI dem es
Uberwiegend in seiner Vorstufe, dem Prakallikrein, einem Glykoproteinegof#7],
[48], [56].

Die Spaltung des Prakallikreins wird durch den aktivierten Faktor Kéhairkt. Es
wird jedoch auch eine Autoaktivierung des Prékallikreins beobachtet [149]d&keei
entstehende Kallikrein hat eine proteolytische Aktivitat gegentber hockuenriem
Kininogen (HMWK), was zur Bildung des Bradykinins fiihrt. Das Bradykinireiser

der potentesten Vasodilatatoren bei Saugetieren [30],[74]. Deswestackdie Kinine

an der Schmerzinduktion beteiligt, erhohen die Kapillarpermeabilitateritilzur
chemotaktischen Aktivierung der neutrophilen Granulozyten und spiegeln somé eini
Bestandteile der Entziindungsreaktion wieder. Zusammen mit der Fahiggtainin

aus den Mastzellen der Lunge freizusetzen [36], fUhrt dies zu eiaekers
Hypotension, die bis zum Schock fiuhren kann [77],[113]. Dies wirkt sich bei der
extrakorporalen Zirkulation verstarkt aus, da der Lungenkreislauf, der bei de
Elimination der Kinine eine wichtige Rolle spielt, umgangen wird.

Plasmakallikrein und HMWK sind wichtige Komponenten der Aktivierung der
intrinsischen Blutgerinnung, die durch Kontakt des Blutes mit negativ geladene
Oberflachen (Kontaktphase) in Gang gesetzt wird. Gelelektrophoretissknl sich
zwei molekulare Varianten des Prakallikreins mit einem Molegelaicht von 85000
bzw. 88000 D unterscheiden [16]. Die Normalkonzentration im Blut betragg&sol.
Desweiteren ist Plasmakallikrein in der Lage den Faktor Vialkivieren, wodurch
eine Verbindung zum extrinsischen System besteht [67].

Mel3bare Kallikreinspiegel hingegen lassen sich bei gesunden Personen im Plasma nicht

feststellen, da die Inaktivierung von PlasKuallikrein durch mehrere Plasmaprotease
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Inhibitoren gewaéhrleistet wird [64]. Als Hauptinhibitor wird hierbei -@hibitor
angesehen, der durch Reaktion mit dem aktiven Zentrum des Kallikreins zur
vollstandigen Inhibition desselben fuhrt [1],[58],[101],[118]. Der zweite wichtige
Inhibitor ist dasa.-Makroglobulin [29],[103]. Weitere unbedeutendere Inhibitoren sind
der KallikreinInhibitor 3, ATIII, a:-Antitrypsin undaz-Antiplasmin [54],[55],[164].

Als ein Mal3 fur die Spontanaktivitat des vorhandenen Pla&ikreins wurde die
Kallikrein-like-activity (Norm 70100 U/l) bestimmt [56]. Dem plasmatischen
Kallikrein kommt zusammen mit Faktor Xll, wie oben bereits besblen, eine
zentrale Rolle bei der Kontaktphasenaktivierung zu [51],[52],[63]. Bei einem
Plasmakallikreinmangel kommt es zu einem Defekt der Hamostasedueh
Organkallikrein nicht ausgeglichen werden kann [37],[186].

Neben der hamostaseférdernden Wirkung spielt das Kallikrein auch eileeifRdler
Fibrinolyse, indem es eine katalytische Wirkung sowohl auf den Plasmiogen
Proaktivator, wie auch auf Plasminogen ausubt [15],[125].

Als weitere Wirkung des Kallikreins ist noch die aktivierende Rwll8ezug auf das

Komplementsystem zu nennen.

1.3.4 Faktor XllI

Der Faktor Xl oder auch Hagemahaktor genannt ist das zentrale Enzym der
Kontaktphasenaktivierung. Es handelt sich dabei um ein Glykoprotein mit einem
Molekulargewicht von 90 000 D [49], welches in der Leber synthetisied wid im
Plasma unter physiologischen Bedingungen in einer Konzentration vd g&§/ml
vorhanden ist. In der Elektrophorese wandert der Hageiakior alg3-Globulin.

Beim Kontakt mit negativ geladenen Oberflachen wie Dex®ualfat, Silikon, Glas,
Kollagen oder auch Zellfragmenten und bakteriellen Endotoxinen stelltktidekung

des Faktor XII den ersten Schritt des intrinsischen Gerinnungssystaindamit der
Kontaktphasenaktivierung dar. Durch die Voraktivierung des Faktor XIlI entsteht
autokatalytisch eine geringe MengeFaktor Xlla, aus welchem durch erneute
Proteolyse-Faktor Xlla freigesetzt wird. Beide kdnnen aus Prakallikrein (PKK)

Kallikrein (KK) bilden [134].a-Faktor Xlla bleibt oberflachengebunden und ist bei der
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Aktivierung von Faktor XI 108ach potenter alB-Faktor Xlla [26],[27], welches seine
Oberflachenbindungsfahigkeit verloren hat und deshalb im Plasma zirkfeaktor

Xlla bewirkt sowohl eine Aktivierung des Komplementsystems aufrelteem Weg
Uber G, als auch klassisch Uber dig-&omponente [57],[191]. Die Hauptaufgabe von
-Faktor Xlla besteht aber in der Aktivierung des im Plasma gel®&stiallikreins zu
Kallikrein, was Uber den positiven Feedbadkchanismus zu einer explosionsartigen
Aktivierung von Faktor XII fuhrt [17],[25],[76].

Im weiteren Verlauf dient der aktivierte Faktor Xll, wie obenelisrbeschrieben, der
Fortfihrung des intrinsischen Blutgerinnungsweges durch Aktivierung von Faktor XI,
wie auch der Aktivierung von Faktor VI, wodurch eine Verbindung zum extrimsisc
System besteht [141],[142].

Das fibrinolytische System wird von Faktor XII Uber zwei Arten bat. Zum einen
findet eine direkte Umwandlung von Plasminog@oaktivator zu Plasminogen
Aktivator und Plasminogen zu Plasmin statt [84],[136], zum anderen wird die
Fibrinolyse auf indirektem Weg tber das Plasmakallikrein beeinfluf3t.

Inhibitoren des Faktors Xlla sindi-@hhibitor, ATIII, und az=-Antiplasmin, wobei G

Inhibitor einen Anteil von 90 % an der Inhibition besitzt.

1.3.5 Thrombozyten

Thrombozyten besitzen keinen Zellkern, haben einen Durchmesser puom 8ine

Dicke von 1um und entstehen durch Plasmaabschnirung aus den Megakaryozyten des
Knochenmarks. lhre Lebensdauer im Plasma betragt etwa 7 Tageblaa Arfolgt

durch Phagozytose in Milz und Leber. RtoBlut findet man etwa 150 06800 000
Thrombozyten. Ein Ruckgang ihrer Anzahl auf unter 60 |@O@/ird als kritisch
angesehen und fuhrt zu Gerinnungsstdrungen. In gefarbten Ausstrichpraparaten erkennt
man basophile Kdérnchen in einer zentralen Zone, dem Granulomer, welches vom
helleren Hyalomer umgeben ist. Wahrend das Hyalomer keine auffalligen
Ultrastrukturen aufweist, unterscheidet man im Granulomer(Lysosomen?),3-
(Mitochondrien), y- (Tubuli und Mikroblaschen)p- (Siderosomen) und-Granula

(Glykogen).
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Die Plattchenfaktoren 1 und 3 befinden sich membrangebunden in der Grarulomer
fraktion , die Plattchenfaktoren 2 und 4 im Hyalomer. Thrombozyten enthaéieindi

zyme der Glykolyse, des Pentosephosphatshunts, des Zitronensaurezyklus und der
Atemkette sowie mehrere ATPasen. Aulierdem sind im Hyalomer bidiogigive
Amine wie beispielsweise Serotonin vorhanden [129].

Physiologisch sind die Thrombozyten fur die Aufrechterhaltung der Hamostase
wichtig. Wird das Endothel verletzt, lagern sich die Thrombozyten anrdi¢ske an,
degranulieren, aggregieren und setzen neben ihren Plattchenfaktoren, welche das
intrinsische System aktivieren unter anderem auch Fibrinogen und Cdleindie
zusammen mit den Faktoren V und VIII zur Fibrinbildung zwischen den Throngrozyt
und somit zur irreversiblen Aggregation fiihren.

AulRer an der Blutgerinnung sind die Thrombozyten auch noch an der Entstehung von

Entztndungsreaktionen beteiligt.

1.3.63-Thromboglobulin

Bereits 1958 beschrieben Salmon und Bounameaux [137] ein plattchenspezifisches
Protein, welches sie aufgrund d@rMobilitat in der Elektrophoresg3-Globulin
nannten. Zehn Jahre spéater berichteten Davey und Liuscher [34] Uber ibmehéerin
denen der Nachweis der in vitro Freisetzung dieses Proteins unteEid#of3 von
Thrombin gelang. 1975 isolierte Moore [108] dieses Protein aus gereinigten
Thrombozyten nach Thrombinduzierter Thrombozytenaggregation. Aufgrund seiner
Lokalisation in den Thrombozyten wurde[®3hromboglobulin genannt. 1978 konnten
Neumeier und Vogt [117] in einer pralimindren Studie zeigen, dass eime gut
Korrelation zwischen der Thrombozytenzahl und @G des Serums besteht.

Das B-TG-Proteinmolekil besteht aus vier identischen Untereinheiten, von welchen
jede Untereinheit 81 Aminoséuren enthalt und welche jeweils ein Malgjavicht

von 8851 D besitzen [6]. Das Molekulargewicht des gesamten Molekil®&&eg5800

D [6],[108]. Lokalisiert ist-TG in den a-Granula der Thrombozyten [53],[87].

Untersuchungen uber die Verteilung in Korperflissigkeiten [34] und in verscleiede
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Geweben [98] sprechen daftr, daBsTG ausschlielich in den Thrombozyten
lokalisiert ist.

Biologisch hat daf3-TG mehrere Funktionen. Zum einen besitzt es eine schwach
ausgepragte Heparmeutralisierende Wirkung, zum anderen be$tatG vermutlich

eine Prostacyclihemmende Wirkung. Aus der Gefallwand freigesetzte Prostacycline
haben einen hemmenden Effekt auf die Plattchenaggregation, welcher duf&h
abgeschwacht wird.3-TG wird zusammen mit PF4 bei Thrombimduzierten
Aggregationsreaktionen freigesetzt. Durch die Bestimmung des fratges@tTG
konnen somit auf den Thrombozytenzerfall bzw. auf Aggregationsvorgdnge im
Zirkulationssystem geschlossen werden. Die normale Plasmakonzent@ti@aTG

bei gesunden Versuchspersonen liegt zwischen 19 ng/ml und 53 ng/ml
[14],[33],[98],[99],[188]. Uber eine Erhéhung d@+TG-Konzentration mit steigendem
Lebensalter wird berichtet [99],[188]. Die Ursache hierfir koénnte in den

fortschreitenden arteriosklerotischen Veranderungen liegen.

1.3.7 PMNElastase

1968 gelang es Janoff und Ohlsen, die RPEIAstase aus polymorphkernigen neutro
philen Granulozyten zu isolieren. Es handelt sich dabei um ein Glykoprateamem
Molekulargewicht von 30000 Dalton. In den polymorphkernigen neutrophilen Granulo
zyten wird die PMNElastase in den azurophilen Granula gespeichert und Gbernimmt
eine wichtige Rolle beim Abbau phagozytierten Materials.

Gelangt die PMRNElastase ins Interstitium, kann sie dort Elastin, Proteoglykane, Kol
lagen, Fibronectin, Laminin und Basalproteine abbauen und fuhrt somit zwediebr
lichen Destruktion des Gewebes.

Intravasal |6st die PMNElastase folgende Vorgange aus:

-Spaltung von Kininogen in Kinin [86],[138]

-Spaltung von Fibrinogen in Fibrin

-Aktivierung des alternativen Komplementweges durch Spaltung vandCG [40]
-Inhibition des Gerinnungssystems durch Proteolyse von Antithrombin IIl [110] sowie
der Faktoren II, V, VII, VIII, XII, XIII [42],[82],[116],[121],[140],
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-Proteolyse vom.-Antiplasmin und &GInhibitor

-direkte Spaltung von Kininogen in aktives Kinin, welches lokal eine Zunahme der
Vasodilatation und der Vasopermeabilitat bewirkt [90].

Eine Freisetzung der PMBlIastase ist durch verschiedene Stimuli mdglich. Darunter
fallen Phagozytose, Kontakt mit Immunkomplexen, aktivierten Faktoren des &ompl
mentsystems oder Faktoren der Kontaktphasenaktivierung wie Pkadhhkaein oder
Faktor XII [70],[126],[127],[189].

Zu den Inhibitoren der PMIElastase zahlen zu 92%-Antitrypsin und zu 8%w.-
Makroglobulin. a.Antitrypsin bindet die PMRMElastase unter physiologischen
Bedingungen innerhalb von Millisekunden in einem irreversiblen Komplex [157]. Die
Konzentrationsbestimmung im Immunoassay erfolgt Uber diesen Komplex.

Der Normbereich fur PMNElastase liegt zwischen 30 und 16§ [114].

Erhbohte PMNElastaséNerte finden sich bei akut entzindlichen Erkrankungen wie
Infektionen, Traumen oder auch pankreatogenem Schock [116],[155].

Kommt Blut bei extrakorporaler Zirkulation in Kontakt mit unphysiologischen

Oberflachen kann ein Anstieg der Plasmawerte beobachtet werden [70],[72],[73].

1.4 Heparinbeschichtete Oxygenatoren

1.4.1 Wirkungsweise der Heparinbeschichtung

Seit 1963, als erstmals positive Eigenschaften in Bezug auf die Thronmadgen
heparinisierten Oberflachen beschrieben wurden [62], erfolgte die ériorg vieler
verschiedener Beschichtungsmethoden fir Oxygenatoren. Die Beschichtungsmerfahre
unterscheiden sich dabei in der Art der Heparinbindung und der Tragermolekiile.
Anfanglich wurde von vielen Autoren davon ausgegangen, dass die reduzierte
Thrombogenitat der heparinbeschichteten Oberflachen Uber die katalyNgokang

auf AT Ill und dadurch verstérkter Thrombinkomplexierung ausgelost wird. Kaies

nach neuesten Erkenntnissen [180] nicht mehr aufrecht erhalten werdevorizige

der Heparinbeschichtung bestehen vielmehr in der geringeren und selektivesmAdha

von Plasmaproteinen, welche einerseits zu einer schnellen Bildung einer
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blutfreundlichen Sekundarmembran auf der Oberflache fuhren und anderseits ei
weitere Denaturierung und somit Aktivierung der adharierten Proteine verhindert.

Von mehreren Arbeitsgruppen wurde bewiesen, dass die Adhasion von
Plasmaproteinen wie Faktor XIl, Fibrinogen HMWK usw. an Oberflachen e
wesentliches  Kriterium  fiur  die  Thrombogenitat  derselben  darstellt
[2],[19],[20],[32],[139],[173],[174],[175],[176].

Sobald Blut in Kontakt mit negativ geladenen Oberflachen kommt, zef&lttor XIl,
welcher im Komplex mit Prékallikrein und HMWK inaktiv vorliegt , ireise
Fragmente. Der genaue kaskadenartige Vorgang der Aktivierung sowie derewei
Ablauf der Gerinnung wurde in den vorherigen Kapiteln bereits beschrieben. Da
oberflachervergiitete Materialien in der Lage sind die Kontaktphasenaktivierung zu
minimieren, werden auch die dadurch augelosten weiteren Reaktionen ngdiizie
denen neben der Gerinnungsreaktion auch die Aktivierung des Komplementsystems
(Cy), entweder Uber Plasmin oder Uber die Spaltprodukte von Faktor XII, sisvie
Stimulation der neutrophilen Granulozyten zu chemotaktischer Aktivitdtlerza
Dadurch sind die geringere Komplementaktivierung und die damit reduzierbaren
inflammatorischen PostbypaSyndrome beim Einsatz extrakorporaler Zirkulations
Systeme zu erklaren [83],[107],[151].

Letztlich sind aber die exakten Wirkungsmechanismen, die sich bei KomtakBlut

mit heparinbeschichteten Oberflachen abspielen, noch nicht endgiltig geklart.
zahlreichen Studien konnte gezeigt werden, dass eine Heparinbeschichtungrzu e
Reduktion folgender Reaktionen und Symptome fuhrt [181]:
-Kontaktphasenaktivierung [152],[182]

-Komplementsystem [45],[83],[107],[151]

-Granulozytenschadigung [75],[100],[119]

-Inflammation [12],[147],[187]

-pulmonale Komplikationen [130],[132]

-Thrombozytenaktivierung [167],[168]

-Hamostasestoérungen [11]

-Blutverlust [11],[83]

Ob durch die Verwendung heparinbeschichteter Systeme auch eine Reduzierung de
systemischen Heparindosis mdglich ist, ist derzeit allerdings nodtt ganz klar
[94],[169].
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1.4.2. Beschichtungsarten

Es gibt zur Zeit mehrere verschiedene Heparinbeschichtungen, die sithdieirArt
der Heparinbindung sowie der Tragermolekile unterscheiden. Manche davon befinden
sich bereits in langjahrigem klinischen Einsatz, andere noch im \fexstaclium. An
dieser Stelle soll jedoch nur die Beschichtungstechnik der verwendgryger@toren

der Fa. Medtronic Inc., Anaheim, CA, USA néaher erlautert werden.

1.4.2.1 Carmeda® bioactive surface (= CBAS)

Die Carmeda® bioaktive Oberflache wird nach dem bereits 1983 von ltaain[86]
entwickelten Verfahren der Endpunktbefestigung hergestellt. Dabei wirdh durc
spezielle kovalente Koppelungsmechanismen erreicht, dass ein GrofRteiktiden
Heparinsequenzen frei im Blutstrom wirksam ist. Die Beschichtatay sich aus sechs
Schichten zusammen: Auf das Basismaterial kommt eine abwechselnd
kationische/anionische Grundbeschichtung aus Polyethylenimin/Crotonaldehyd und
Dextransulfat. Das Heparin ist kovalent an die adsorbierte Grundbaseige
gebunden. Die Schichtdicke betragt 300 nm und enthélt etuglcdf Heparin. Die
Hauptfunktion dieser Oberflache ist eher in der Passivierung adserlfedteine zu
sehen, was zu einer wesentlich weniger thrombogenen Oberflache fuhrenigamn

der Thrombinlnaktivierung in der Hauptblutmenge [21]. Durch diese Art der Bindung
kénnen also zwei Effekte erzielt werden: zum einen erhalt man wemger
thrombogene Oberflache und zum anderen wird die Denaturierung der adhéarierte
Plasmaproteine reduziert [43].

Heparinbeschichtete Systeme bieten eine Reihe von Vorteilen. Alsrhebenswert

sind dabei die geringere zellulare und humorale Aktivierung
[91],[106],[143],[178],[182] sowie die reduzierte @ Komplementaktivierung
[45],[106],[166] zu nennen. In einer Untersuchung von Bozdayi et al. konnte gezeigt
werden, dass mit der CBASBeschichtung eine reduzierte Produktion von freien
Sauerstoffradikalen erreicht wird [18]. Von Hogevold konnte gezeigt werd@ndgida

Neutrophilenaktivierung bei CBAS® vermindert ist [75]. Insgesamt kanndenib
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Einsatz der CBAS&eschichtung eine Reduzierung der inflammatorischen

Postperfusionssyndrome erzielt werden [181].

1.4.2.2 ZX/ ZX+H- Beschichtung

Bei der zZX/ ZX+HBeschichtung handelt es sich um eine neue, silikonartige
Beschichtung, welche sich noch im Versuchsstadium befindet und zu welchanthe Fi
Medtronic zum Zeitpunkt der Erstellung dieser Dissertation ausebsinternen
Grinden keine nédheren Angaben machen mdchte. Bei der Version ZX+H stetht da
fur Heparin und kennzeichnet diesen Typ hierdurch als zusatzlich hepahichésic

Auch tber die Art der Heparinbindung liegen keine weiteren Informationen vor.
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2. Material und Methoden

2.1. Versuchsaufbau/Material

2.1.1 HerzLungenMaschineaModell

Das exvivo Testmodell der HerzungerrMaschine, mit welchem der EinfluR der
unphysiologischen Oberflachen auf den Ablauf der Kontaktphasenaktivierung, der
Gerinnungskaskade, des Kallikrefinin-Systems und der Fibrinolyse untersucht
wurde, wurde von Heller et al. 1991 entwickelt, um die Situation derkexparalen

Zirkulation realitatsnah simulieren zu kénnen [69].

Es besteht aus folgenden Komponenten:

-Rollenpumpe Nr. 2327 der Firma SARNS Inc., Ann Arbor, Michigan, USA.
Blutflud 1,51 /min
arterieller Druck 60 mmHg
-Hypothermiegerat mit Wasserreservoir, Typ Q 102, Fa. Haake, Berlin, Deutschland
-Membranoxygenatoren, alle von der Fa. Medtronic Inc., Anaheim, CA, USA:
Maxima Plus PRF;
Maxima Plus PRF mit Carmeda bioactive surface
Maxima Plus PRF ZX;
Maxima Plus PRF ZX+H;
-Begasungsvorrichtung mit Dosierungsarmaturen-andeigen zur €und CQ Zufuhr
Gasflu3: @ 1 I/min; CQ: 0,03 I/min
-Verbindungsschlauche aus Polyvinylchlorid ¥, mit 10 cm, 130 cm und
40 cmLange
-Dreiwegehahn zur Blutentnahme
-Verbindungsstiick 1 ¥s"x %"
-Verbindungsstiicke 2% "x /s"
-Manometer

-Blutreservoir mit Filter
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allgemeine Beschreibung des Modells:

Von einem Blutreservoir wird das Blut Uber ein Schlauchsystem, ichegleine
Rollenpumpe und ein Dreiwegehahn zur Blutenthahme zwischengeschaltet sind, de
Oxygenator zugefuhrt,von welchem es wieder zuriick zum Reservoir geleitet wird.

An den Oxygenator ist Uber zwei Anschlisse das Hypothermiegerat angsschlos
welches die Temperatur des Blutes konstant affC2®alten soll, um so den
Sauerstoffbedarf zu senken und Operationsbedingungen zu simulieren.

Desweiteren verfugt der Oxygenator tUber einen Anschluf3, an welchen deuBgga
vorrichtung angeschlossen ist und durch welche das Blut konstant mit einem
Gasgemisch aus Sauerstoff (1 I/min) und Kohlendioxid (0,03 I/min) versardt w
Hierdurch werden im Blut Partialdricke von 1300 mmHg fur Sauerstoff und 3%

mmHg fur Kohlendioxid erreicht.

2.1.2 Beschreibung der Oxygenatoren

Es wurden drei Versuchsreihen durchgefihrt. Untersucht wurden dabei baugleiche
Membranoxygenatoren Maxima Plus (MARKRF, plasma resistant fiber) der Fa.
Medtronic Inc., Anaheim, CA, USA aus Polypropydohlfasern, welche sich nur in

der Art der Beschichtung unterscheiden. Die Gesamtoberflache deasthlibetragt

2,3 nf und das Fillungsvolumen 480 ml. Der mogliche BlutfluR ist zwischen 1 und 7

I/min einstellbar.

In einer ersten Versuchsreihe wurden unbeschichtete {MRK mit CBAS
beschichteten Oxygenatoren, CBMMARF, verglichen. Verwendet wurde hierbei
Citratblut.

In einer zweiten Versuchsreihe fand ein Vergleich des unbeschicihigX -PRF mit

den unbeschichteten Oxygenatortypen MRRF ZX sowie den beschichteten MAX
PRF ZX+H statt. Verwendet wurde Citratblut.

In der dritten Versuchsreihe wurden die drei Oxygenatortypen der zweiten

Versuchsreihe erneut verglichen. Verwendet wurde diesesmal jedochinbegaum
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eventuelle Einfli3e des Citrats auf die Hohe der zu bestimmendamdtar ausfindig

machen zu konnen.

2.2 Parameter

Um Aussagen Uuber die Effekte der extrakorporalen Zirkulation auf
Kontaktphasenaktivierung, extrinsisches und intrinsisches Gerinnungssystesrasbwi
Thrombozyten und Granulozytenzahl machen zu kdnnen, wurden stellvertretend die
Konzentrationsverlaufe folgender Parameter wahrend eingri®tigen Rezirkulation

untersucht:

-Kallikrein-like activity und Faktor XHlike activity

Beide Parameter zeigen eine Aktivierung der Kontaktphase durch Kontakt m
unphysiologischen Oberflachen sowie mechanischer Traumatisierung wahrend der
Rezirkulation an.

Ein Anstieg der Kallikreirlike-activity spiegelt eine Generierung von Kallikrein aus
Préakallikrein wieder und erlaubt somit Aussagen uber die Kontaktphasenaktivierung.
Die Aktivierung des Faktor Xl ist der erste Schritt bei der iviktung des
intrinsischen Gerinnungssystems. Faktor Xll stellt damit das fenEazym der
Kontaktphasenaktivierung dar. Zur Beurteilung der Aktivierung von Faktor Xd wir

die FXII-like-activity bestimmt.

- Thrombozytenzahl unfd-Thromboglobulin

B-Thromboglobulin diente in den durchgefuhrten Rezirkulationen zusammen mit der
Thrombozytenzahl als Marker fir das Ausmald der Thrombozytenschadigung bzw.
aggregation.

B-Thromboglobulin ist in dem-Granula der Thrombozyten lokalisiert und wird bei
Thrombozytenzerfall bzwaggregation aus diesen freigesetzt.

Durch die Bestimmung des freigesetztef-TG kann somit auf den
Thrombozytenzerfall bzw. auf Aggregationsvorgange im Zirkulationssystem

geschlossen werden.
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-PMN-Elastase

Die PMN-Elastase ist in den azurophilen Granula der polymorphkernigen neutrophilen
Granulozyten gespeichert. Sie dient als Marker fir das Ausmall der
Granulozytenaktivierung bzw.-schadigung. Kommt Blut bei extrakorporaler
Zirkulation in Kontakt mit unphysiologischen Oberflachen, kann ein Anstieg der

Plasmawerte beobachtet werden.

-Heparinkonzentration
Es wurden jeweils die Heparinkonzentrationen bei den einzelnen Abnahntiemttes

um somit Aussagen uber die Stabilitat der Heparinbeschichtung machen zu kénnen.

2.3. Probenmaterial

2.3.1 Blutkonserven

Die fur diese Versuchsreihe benutzten Blutkonserven enthalten ca. S@bihsiertes,
auf HIV und Hepatitis B getestetes Vollblut mit einem-krt von 7,47,5.
Als Stabilisator wurden 70 ml CPDA zugesetzt.

Ziel der Stabilisatorzugabe ist es, die physikalischen, morphologischen und
biologischen Eigenschaften des Blutes zu erhalten.

Gelagert wurde das Blut in einem vibrationsfreien Kihlschrank®@i 4

Um eine gleichméafige Durchmischung der Blutbestandteile zu gewé&m|eigtirde

die Blutkonserve zu Versuchsbeginn fir 30 min vorsichtig bei Raumtemperatur

durchmischt.

2.3.1.1 Priming Solution
Vor Versuchsbeginn wurde der HdrangerrMaschinerKreislauf fur 30 Minuten mit

1000 ml RingeiLaktatL6sung bei einem Durchflu von 2 I/min gespult. Nach dieser

Zeit wurden 900 ml dieser Ldsung abgelassen usafern ein heparinisierter
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Oxygenator getestet wurdedie Heparinkonzentration dieser Lésung bestimmt, um
hierdurch Aussagen Uber die Qualitat der Oberflachenbeschichtung machen zu kdnnen.
Anschliel3end wird die Lésung verworfen.

Anschlie3end wurden 300 ml Priming Solution in das Reservoir gegeben, bestehend
aus:

78,3 ml 5%ige Glukosedsung, um den Energiestoffwechsel der Erythrozyten zu
gewahrleisten;

182 ml RingeiLaktatLosung um eine physiologische Serumelektrolytkonzentration zu
erhalten;

24 ml 10%ige Calciumchlorilosung zur Rekalzifizierung des Blutes, um wieder voll
gerinnungsfahiges Blut zu erhalten;

15,7 ml 8,4%ige NaHC&LOsung als Puffer zur Neutralisierung der durch die

Rekalzifizierung frei werdenden Zitronensaure.

2.3.1.2 variable Blutzusatze

Zur Gerinnungshemmung wurde Liquemin verwendet. Ziel ist es, eine Heparin
konzentration von 3 U/ml Maschinenfillvolumen zu erreichen. Um dies zu

gewahrleisten, wurde die Liqgueminmenge flr jede Konserve individuell berechnet.

2.3.2 Abnahmemodus

Es wurde folgendes Schema gewahlt:

Abnahme 1: direkt aus der Konserve = Abnahmezeitpunkt 1 (AZP 1)
Abnahme 2: nach 1 min Rezirkulation =AZP 2
Abnahme 3: nach 5 min Rezirkulation =AZP 3

Abnahme 4: nach 10 min Rezirkulation =AZP 4
Abnahme 5: nach 20 min Rezirkulation =AZP 5
Abnahme 6: nach 30 min Rezirkulation = AZP 6
Abnahme 7: nach 60 min Rezirkulation  =AZP 7
Abnahme 8: nach 90 min Rezirkulation =AZP 8
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2.3.3 Blutentnahmen

Pro Abnahmezeitpunkt wurden entnommen:

- 10 ml Citratmonovette ( enthélt 1 ml Citratlosung; 0,106 mel:a:0: x 2H:0)
- 2,7 ml EDTA-Monovette ( KaliumEDTA 1,6 mg/ml)

- 4,5 ml Neutralmonovette ( enthalt 46DCTAD-Medium)

- 4,5 ml Neutralmonovette ( enthélt 4a0Spezial Medium fur FPAestimmung,

bestehend aus Natriumcitrat, Heparin und Aprotinin)

zusatzlich wurden fir die Blutentnahme® 2ntnommen :
-3 ml Citratmonovette zur Heparinbestimmung
(enthalt 0,3 ml Citratlésung; 0,106 molAHzNa:O: x 2H0)

2.3.4 Probenverarbeitung

Bei der Abnahme wurde darauf geachtet, dass die Monovetten immer ghetiden

Reihenfolge entnommen werden.

Bis zur Zentrifugation wurden die 10 ml Citratmonovetten und die Monovetten z
FPA-Bestimmung bei Zimmertemperatur verwahrt; die 3 ml Citratmotevedie
EDTA-Monovetten sowie die CTAIMonovetten wurden nach jeder Entnahme in Eis
gekuhlt.

Vor Kuhlung der EDTAMonovetten wurde mit Hilfe eines Zellcounters das Blutbild
bestimmt.

Nach der Zentrifugation wurden die Proben in flissigem Stickstoff schivokge und

bei-20° C (FPA bei-7(° C) fur die weiteren laborchemischen Analysen aufbewabhrt.
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Zentrifugiert wurden die Monovetten nach folgendem Schema:

-10 ml Citratmonovetten:

Zentrifugation fur 20 min bei 2000 g und®2D

Die Abnahme 1 wurde nach der Zentrifugation sofort eingefroren.

Von den Abnahmen-8 wurden jeweils die Heparinkonzentrationen bestimmt und zur
Neutralisation die entsprechende Protaminsulfatmenge zugegeben und gut sthrthmi
bevor die Proben eingefroren wurden.

Die Methode der Heparinbestimmung wird zu einem spateren Zeitpunkt beschrieben.

-4,5ml FPAMonovetten:

Zentrifugation fir 10 min bei 2000 g und®2D

Zu 1ml des Plasmatberstandes wurden 500 pl Bentonitldésung zugegeben, finit Para
film verschlossen, fir 10 min konstant geschittelt und anschlie3end zentrifugiert.

1 ml des UberschuBes wurde erneut abpipettiert und noch einmal mibelersienge
Bentonitldsung versehen, geschuttelt und zentrifugiert.

Der Uberstand wurde eingefroren.

-2,7 ml EDTAMonovetten:
Zentrifugation fur 20 min bei 2000 g unél@

-4,5 ml PF4Monovetten
Zentrifugation fur 30 min bei 2000 g uné@

-3 ml Citratmonovetten

Zentrifugation fur 20 min bei 2000 g uné@

Das Plasma wurde nicht eingefroren sondern diente der Heparinbestimmung.
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2.4 Laborchemische Bestimmungen und Methoden

2.4.1 Heparin

Die Bestimmung der Heparinkonzentration wurde nach den Laborvorschriften
,Coatest Heparin“ der Firma Chromogenix, Mdlndal, Schweden durchgefuhrt. Das

genaue Vorgehen bei der Bestimmung kann diesen entnommen werden.

Testprinzip:

1. Heparin + AT Ill (UberschuR)d [HeparinAT IIl]

2. [HeparinAT llI] + FXa (UberschuR)] [HeparirAT Il -FXa] + FXa (Rest)
3. 52222 [0 Peptid + pNA (parditroanilin)

Heparin bildet mit AT 1ll einen Komplex. Hierfir wird in einemsten Schritt
gereinigtes AT Il im UberschulR zugegeben. In einem zweiten SelirittFaktor Xa

im UberschuR zugegeben. Dieser wird proportional zum vorhandenen Heparin
neutralisiert. Der restliche FXa hydrolysiert in einem drittehri das chromogene
Substrat £222. Es entsteht ein Peptid und pBlixoanilin, welches photometrisch bei
405 nm Wellenlange gemessen wird. Die Farbentwicklung ist umgekehrt pooporti
zum vorhandenen Heparingehalt.

Mit Hilfe einer zuvor aufgestellten Eichkurve aus bekannten Heparinkoatientn

ist die Heparinkonzentration der Probe ermittelbar.

2.4.2 Kallikreinlike-activity

Es wurde mit dem Testkit und der Laborvorschrift der Firma Unicoagridstics Ltd.,
London, GrolRbritannien gearbeitet. Das genaue Vorgehen bei der Bestimmung kann

diesen entnommen werden.

Testprinzip:
1. MBz-Pro-PheArg-pNA + KK-like-activity[] Peptid + pNA
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PlasmaKallikrein-like-activity katalysiert die Abspaltung vonNitroanilin aus dem
chromogenen Substrat.-Ntroanilin kann photometrisch bei 405 nm Wellenlange
gemessen werden. Es ist nun mdglich, daraus die Kallikkeiraktivity zu berechnen,

da diese der des Kallikreim-MakroglobulinKomplexes entspricht.

2.4.3 Faktor Xlilike activity

Die Bestimmung der Faktor Xllke activity erfolgte nach den Laborvorschriften der
Firma Unicorn Diagnostics Ltd., London, Grof3britannien. Das genaue Vorgehen bei

der Bestimmung kann diesen entnommen werden.

Testprinzip:
1. FXLL-l-a + Plasmal Kallikrein

2. Kallikrein + Kallikrein-Inhibitor O FXII-l-a/KK-Komplex
3. FXIH-a/KK-Komplex + chromogenes SubstfatPeptid + pNA

Die FXII-like-activity stellt die Konzentration von am-Makroglobulin gebundenem
a-F Xlla dar.

Die FXIl-like-activity kann mit Hilfe eines chromogenen Substrats bestimmt werden,
von welchem durch das Vorhandensein wof Xlla, welches ar:-Makroglobulin
gebunden ist, pNA abgespalten wird. Die Konzentration des pNA kann photometrisc
bei 405 nm Wellenlange bestimmt werden und verhalt sich proportional ZLtike<

activity.

2.4.4 Thrombozyten

Die Bestimmung der Thrombozytenzahl erfolgte unmittelbar nach der Abndineké

aus der Monovette mit Hilfe des Zellcounters.
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2.4.53-Thromboglobulin

Die Bestimmung derp-Thromboglobulinkonzentration wurde nach den Labor
vorschriften der Firma Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim, Deutschland
durchgefihrt. Es handelt sich dabei um einen Sandimchunoassay zur quantitativen
Bestimmung vor-Thromboglobulin. Das genaue Vorgehen bei der Bestimmung kann

diesen entnommen werden.

Testprinzip:
In einer ersten Immunreaktion bindet der auf den Mikrotitrationssirefixierte

spezifische Antikérper gegefy-Thromboglobulin daf3-TG der Probe-TG besitzt
mehrere antigene Determinanten. Daher werden in einer zweiteanh@aktion mit
POD-markierten 3-TG-Antikdrpern SandwictkKomplexe gebildet. Die Menge der
SandwichKomplexe stellt ein Mal3 fur deff-TG-Gehalt der Probe dar. In einem
anschlieBenden Waschschritt wird das nicht gebundene-KtDfbgat schlief3lich
entfernt. Nach Zusatz von Harnstoffperoxid und Chromogen wird die gebundere POD

Aktivitat photometrisch bei 492 nm bestimmit.

2.4.6 PMNEIlastase:

Es handelte sich bei diesem Testkit um einen heterogenen Enzymimnaynaass
spezifischen Bestimmung der PMBastase aus polymorphnucledren Leukozyten im
Komplex mit PMNElastasen: Proteinaseinhibitor der Firma Merck, Darmstadt,
Deutschland. Das genaue Vorgehen bei der Bestimmung kann diesen entnommen

werden.

Testprinzip:

In einem ersten Inkubationsschritt wird der in der Probe enthaltemé Eabtasen:-
ProteinaseinhibiteKomplex mit seinem PMNElastaseTeil durch an die R6hrenwand
gekoppelte Antikérper gebunden.

Bei einer zweiten Inkubation werden Antikérper, die mit alkalischieosphatase

markiert sind, zugesetzt. Diese reagieren mit denProteinaseinhibiteifeil des
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Komplexes. Die Uberschissigen markierten Antikorper werden ausgewascheie und
enzymatische Aktivitat der Gber Immunkomplexe gebundenen alkalischen Phosphatas
wird photometrisch bei 405 nm Wellenlange bestimmt.

Die Menge des gebildeten Farbstoffs ist der PEIAstasen:-Proteinaseinhibitoer

Konzentration direkt proportional.

2.5 Statistik

Die Ergebnisse wurden als Mittelwerst Standardfehler angegeben. Zeitund
gruppenabhéngige Unterschiede wurden mit der Statistiksoftware SPigSeahand
mit der multivarianten Varianzanalyse ausgewertedVétte < 0,05 wurden als

signifikant betrachtet. Die Graphiken wurden mit Microsoft Excel erstellt.
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3. Ergebnisse:

3.1. Versuchsreihe 1:

3.1.1 Heparinkonzentration

Vergleich der Mittelwerte der Heparinkonzentrationen von 9 Rezirkmeti mit
MAX -PRF und 9 Rezirkulationen CBMARRF.

in U/
Zirkulationszeit MAX -PRF MAX -PRF- ZX
Mittel - Standard- | Mittel - Standard- p
wert fehler wert fehler
0 Minuten
1 Minute 3,06 |013 2,97 0,11 0,593
5 Minuten 2,98 0,10 2,93 0,10 0,714
10 Minuten 3,02 |0,09 2,87 0,13 0,332
20 Minuten 282 014 2,91 0,15 0,664
30 Minuten 2,80 |0,11 2,84 0,10 0,807
60 Minuten 2,68 |0,11 2,86 0,12 0,265
90 Minuten 2,66 |0,09 2,78 0,21 0,588
3,5
3 T
25 mKeine
2 Beschichtung
15 m CBAS-
1 Beschichtung
0,5
0 ;
1 2 3 4 5 6 7 8
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Die Heparinzugabe erfolgt erst nach dem ersten Abnahmezeitpunkt, stiddss
ersten Abnahmezeitpunkt keine Heparinbestimmung erfolgt.

Die Werte nach einer Rezirkulationszeit von einer Minute lieger8/@6+ 0,13 IU/ml
in der Kontrollgruppe, bzw. 2,96 0,11 IU/ml in der beschichteten CBMA&ruppe
im angestrebten Bereich. Nach 90 Minuten findet sich in der Kontrollgreppe
Konzentration von 2,6& 0,09 IU/ml und in der CBMAXGruppe ein Wert von 2,78
0,21 IU/ml. Es finden sich keine signifikanten Unterschiede zwischen deenbe
Gruppen ( p>0,05).
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3.1.2 Kallikreinlike activity

Vergleich der Mittelwerte der Kallikrethke activity von 9 Rezirkulationen mit MAX
PRF und 9 Rezirkulationen CBMARRF-.

in U/l:
Zirkulationszeit MAX -PRF MAX -PRF- ZX
Mittel - Standard- | Mittel - Standard- p
wert fehler wert fehler
0 Minuten 23,93 3,39 24,27 3,82 0,948
1 Minute 23,54 2,27 22,78 2,50 0,824
5 Minuten 23,41 2,43 22,20 2,46 0,731
10 Minuten 23,25 2,27 22,62 2,38 0,849
20 Minuten 24,05 2,66 21,55 2,40 0,495
30 Minuten 25,18 2,74 22,94 2,43 0,550
60 Minuten 25,57 2,76 23,34 2,42 0,553
90 Minuten 27,00 2,56 25,26 2,67 0,646
35
30
25 (Il 3 70 7 I Keine
20 H Beschichtung
15 + Bl CBAS-
10 4 Beschichtung
5 1
0 H
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Zu Beginn der Rezirkulation liegen die Werte fur die Kallikfige-activity mit 23,93

+ 3,39 U/l in der unbeschichteten MARRFGruppe und 24,2 3,82 U/l in der
beschichteten CBMAXPRFGruppe auf nahezu gleichem Ausgangsniveau ( p=0,948 ).
Der Endwert nach 9finutiger Zirkulation liegt in der MAXPRFGruppe bei 27,08

2,56 U/l, in der Vergleichsgruppe bei 25;6@,67 U/I.

Beim Vergleich der beiden Testgruppen kénnen keine signifikanten Unterschiede

nachgewiesen werden ( p>0,05 ).
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3.1.3 Faktor Xlilike activity

Vergleich der Mittelwerte der Faktor Xlike activity von 9 Rezirkulationen mit MAX
PRF und 9 Rezirkulationen CBMARRF-.

in U/l:
Zirkulationszeit MAX -PRF MAX -PRF- ZX
Mittel - Standard- | Mittel - Standard- p
wert fehler wert fehler

0 Minuten 12,88 1,90 12,40 1,49 0,843
1 Minute 24,14 3,01 22,30 3,05 0,672
5 Minuten 23,96 2,91 22,22 2,86 0,676
10 Minuten 23,59 2,82 22,50 2,97 0,794
20 Minuten 24,27 3,02 22,23 2,86 0,632
30 Minuten 24,45 3,02 23,38 3,13 0,809
60 Minuten 25,47 3,23 23,14 2,80 0,594
90 Minuten 25,69 3,05 23,89 2,94 0,677

35

30 -

25 LT m Keine

20 Beschichtung

15 m CBAS-

10 | Beschichtung

5 i
0 |
1 2 3 4 5 6 7 8
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Die Ausgangswerte der beiden Versuchsgruppen liegen vor Beginn der Répinkula
mit 12,88+ 1,90 U/l in der unbeschichteten MARRFGruppe bzw. 12,32 1,49 U/

in der CBMAX-Vergleichsgruppe auf gleichem Ausgangsniveau ( p=0,843).

In der unbeschichteten MARRFGruppe steigt die Konzentration fur die F Xke-
activity ausgehend von 12,881,90 U/l auf 24,14 3,01 U/l nach einer Rezirkulations
dauer von einer Minute an. Im weiteren Verlauf findet sich nur nocheginggradiger
Anstieg, mit einem Maximum von 25,&93,05 U/l nach 90 minutiger Zirkulation.

In der CBMAX-Vergleichsgruppe zeigt sich ein ahnlicher Verlauf. Ausgehend von
12,39+ 1,49 U/l bei Rezirkulationsbeginn, a3t sich nach einer Rezirkulationsdaner
einer Minute ein Wert von 22,2% 3,05 U/l feststellen, welcher dann bis zum
Rezirkulationsende nach 90 Minuten nur noch leicht auf 28894 U/l ansteigt.

Es finden sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden G{upp@®5
).

42



3.1.4 Thrombozyten

Vergleich der Mittelwerte der Thrombozyten von 8 Rezirkulationen mMiXMPRF und
9 Rezirkulationen CBMAXPRF.

x 10° Zellenjul:
Zirkulationszeit MAX -PRF MAX -PRF- ZX
Mittel - Standard- | Mittel - Standard- p
wert fehler wert fehler

0 Minuten 162,67 | 27,25 149,56 19,10 0,699
1 Minute 109,70 14,74 113,93 8,25 0,806
5 Minuten 50,09 [11,49 9551 (9,91 0,009
10 Minuten 18,46 |5,71 80,82 (10,33 0,000
20 Minuten 6,37 2,21 60,10 12,26 0,002
30 Minuten 6,39 (2,13 45,15 | 12,67 0,008
60 Minuten 14,06 |5,39 38,69 |10,40 0,052
90 Minuten 13,89 |6,47 42,48 (9,31 0,023

200 1=

150 :

mOKeine
Beschichtung
100 T
m CBAS-
Beschichtung
50 4
O 4
1 2 3 4 5 6 7 8
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Die Ausgangswerte der beiden Versuchsgruppen liegen vor Beginn der Répinkula
mit 162,67+ 27,25 x 16 Zellenful in der MAX-PREGruppe bzw. 149,56 19,10 x 16
Zellenjul in der CBMAX-Vergleichsgruppe auf vergleichbarem Ausgangsniveau
(p=0,699).

Wahrend der Rezirkulation &3t sich in der MA&RFKontrollgruppe ein biphasischer
Verlauf beobachten. Bis zu einer Rezirkulationsdauer von 20 Minuten agigeis
dramatischer Abfall der Thrombozytenzahl von 162t677,25 x 16 Zellenjul bis auf

6,37 + 2,21 x 18 Zellenful. Einen fast identischen Wert findet man nach einer
Rezirkulationsdauer von 30 Minuten. Dies entspricht einem Rickgang von 96,1%.
Nach 90 minutiger Rezirkulation lafit sich ein leichter Anstieg der Thromigozghl

auf 13,89+ 6,48 1G Zellenful feststellen, was in etwa einer Verdoppelung des
niedrigsten Wertes bzw. einem Ruckgang von 91,5% bezogen auf den Ausgangswert
entspricht.

Wahrend der Rezirkulation lasst sich in der CBMNErgleichsgruppe ein
kontinuierlicher Riickgang der Thrombozytenzahl ausgehend von 149%60 x 16
Zellenful bis auf 42,48+ 9,31 x 16 Zellenful nach 90minitiger Rezirkulation
beobachten, was einem Rickgang der Thrombozytenzahl um 71,6% entspricht.

Beim Vergleich der Werte der jeweils korrespondierenden Abnahrpeakie beider
Gruppen finden sich bereits nachminitiger Rezirkulation signifikante Unterschiede
(p<0,05).
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3.1.53-Thromboglobulin:

Vergleich der Mittelwerte def-Thromboglobulins von 9 Rezirkulationen mit MAX
PRF und 9 Rezirkulationen CBMARRF.

in U/I:
Zirkulationszeit MAX -PRF MAX -PRF- ZX
Mittel - Standard- | Mittel - Standard- p
wert fehler wert fehler

0 Minuten 467,25 |128,64 343,45 | 82,00 0,429
1 Minute 552,65 (103,18 404,30 | 95,22 0,306
5 Minuten 898,40 (194,99 494,46 | 132,07 0,106
10 Minuten 1693,62 | 320,24 590,80 | 143,40 0,006
20 Minuten 3570,63 | 495,53 863,60 | 157,26 0,000
30 Minuten 4350,61 |530,79 1111,34 | 188,95 0,000
60 Minuten 5006,16 (458,70 1629,13 | 256,51 0,000
90 Minuten 5254,08 (457,61 2036,80 (435,07 0,000

6000

5000 T

4000 . { L {1l | @mKeine

Beschichtung
3000 -
m CBAS-
2000 — Beschichtung
1000 - t
0 |
1 2 3 45 6 7 8
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Die Ausgangswerte der beiden Versuchsgruppen liegen vor Beginn der Répinkula
mit 467,25+ 128,64 IU/l in der unbeschichteten MAPRFGruppe bzw. 343,45
82,00 1U/l in der CBMAXVergleichsgruppe auf vergleichbarem Ausgangsniveau
(p=0,429).

In der unbeschichteten MARRFGruppe steigt die Konzentration fur dds
Thromboglobulin ausgehend von 467,25128,64 1U/l kontinuierlich bis auf einen
Endwert von 5254 457,61 IU/l nach 90 Minuten an. Dies entspricht einer Zunahme
von 1124%.

In der CBMAX-Vergleichsgruppe |43t sich ein weniger dramatischer Anstieg der Werte
feststellen. Von einem Ausgangswert von 343,42,00 IU/l bei Rezirkulationsbeginn
laRt sich nach einer Rezirkulationsdauer von 90 Minuten ein Wert von 2036,80
435,07 U/l feststellen. Dies entspricht einer Zunahme von 592%.

Beim Vergleich der Werte der jeweils korrespondierenden Abnahrpeakie beider
Gruppen findet sich bereits nach-dinutiger Rezirkulation signifikante Unterschiede
(p<0,05).
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3.1.6 PMNEIlastase:

Vergleich der Mittelwerte der PMilastase von 7 Rezirkulationen mit MAXRF und
9 Rezirkulationen CBMAXPRF-.

in pg/l:
Zirkulationszeit MAX -PRF MAX -PRF- ZX
Mittel - Standard- | Mittel - Standard- p
wert fehler wert fehler

0 Minuten 70,14 16,93 56,91 7,43 0,489
1 Minute 65,83 19,75 54,49 4,34 0,589
5 Minuten 77,19 23,97 50,13 5,26 0,299
10 Minuten 101,82 21,18 54,20 5,62 0,057
20 Minuten 154,23 22,05 65,42 4,95 0,004
30 Minuten 199,68 24,19 89,03 7,37 0,002
60 Minuten 280,56 48,99 119,10 13,92 0,011
90 Minuten 396,70 106,90 140,39 18,33 0,031

600

500

400 o Keine

300 T Beschichtung

m CBAS-
200 i Beschichtung
100 -
0 i
1 2 3 4 5 6 7 8
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Die Ausgangswerte der beiden Versuchsgruppen liegen vor Beginn der Répinkula
mit 70,14+ 16,93 ug/l in der unbeschichteten MARRFGruppe bzw. 56,9% 7,43
pg/l in der CBMAX-Vergleichsgruppe auf vergleichbarem Ausgangsniveau (p=0,489).
Wahrend der Rezirkulation lasst sich in der MARRFRKontrollgruppe ein
kontinuierlicher Anstieg, der PMiElastaseKonzentration ausgehend von 70,14
16,93 ug/l bis auf 396,7G 106,90ug/l nach 9eminutiger Rezirkulation beobachten.
Dies entspricht einer Zunahme um 565%.

In der CBMAX-Vergleichsgruppe ist ausgehend von 56;94,43ug/l ein Anstieg auf
140,39+ 18,33ug/l nach 96minutiger Rezirkulation zu beobachten.Dies entspricht
einer Zunahme um 246%.

Beim Vergleich der Werte der jeweils korrespondierenden Abnahrpeakie beider
Gruppen finden sich bereits nach 2dinttiger Rezirkulation signifikante Unterschiede
(p<0,05).
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4. Diskussion:

Die technische Durchfiihrung einer Operation am offenen Herzen mit det ttggen
Maschine bereitet heute keine Schwierigkeiten mehr. VielmelastAugenmerk auf

die Erforschung und Entwicklung neuer mdéglichst physiologischer und damit wenig
thrombogener Werkstoffe gerichtet, die verhindern sollen, dass es zuAdin&sion

von Plasmaproteinen und zellularen Bestandteilen an die als unphysiologechten
Oberflachen mit allen sich daraus ergebenden Folgen und Reaktionen komnmt. De
Kontakt des Blutes mit diesen Oberflachen fungiert als Aktivator von
Entzindungsmediatoren, welche sowohl fiir postoperative Organdysfunktionen,
Postperfusionssyndrom mit Lungenund Nierendysfunktion, als auch fir
Gerinnungsstorungen verantwortlich sind. Es kommt sowohl zur Aktivierung der
Kontaktphase ( Faktor Xl Kallikrein-Kinin-System), der intrinsischen und
extrinsischen  Gerinnung, sowie der Fibrinolyse. Zusatzlich wird das
Komplementsystem aktiviert. Dadurch kommt es zu einer Aktivierung von neugophil
Granulozyten, welche mit der Freisetzung von Kathepsin G einhergestwigiderum

fuhrt zur Aktivierung von Thrombozyten, welche die inflammatorische Reaktich
verstarken [159].

Die wirkungsvollste Methode ist bisher die Verwendung heparinbeschichteter
Oberflachen sowie die Optimierung der Hamokompatibilitdt dieser \etgegiit
Oberflachen durch Applikation von Proteinaseinhibitoren, auf welche abeeserdi
Arbeit nicht eingegangen werden soll.

Es stehen mehrere Heparinbeschichtungen zur Verfigung, welche sich itschde

in langjahrigem Klinischen Einsatz befinden und die sich in der Art der
Beschichtungstechniken unterscheiden. Gegenstand dieser Arbeit istitie olben
beschriebene CBABeschichtung sowie die neue ZX bzw. ZX-Be¢schichtung, auf
welche jedoch aufgrund der geringen und somit nicht aussagekréaftigen Datenmenge
nicht ndher eingegangen werden soll. Die orientierenden Ergebnisse sind ijedoc

Anhang dargestellt.
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Einflull unbeschichteter sowie CBASbeschichteter HLM-Systeme auf die

Heparinkonzentration

Zu Beginn der Rezirkulation werden in der Hé&umgenMaschine Heparin
konzentrationen von 3 IU/ml angestrebt, um einen adaquaten Gerinnungsschutz zu
erhalten. Diese Zahl geht auf Hirsh et al. zurlick, welcher zeigene&aotars bei in
vitro-Versuchen die Zugabe von 3 bis 4 IU Heparin/ml eine Vergrol3erung
experimenteller Thromben verhindert [71]. Die Heparinzugabe erfolgt nach de
Abnahmezeitpunkt 1, kurz vor Fillung und Inbetriebnahme der -Hengen
Maschine. Mit 3,06t 0,13 IU/ml in der Kontrollgruppe, bzw. 2,960,11 1U/ml in der
beschichteten CBMA>Gruppe liegen die Werte im angestrebten Bereich. Sowohl in
der Kontrollgruppe als auch in der CBMAQruppe finden sich warend der-90
minutigen Rezirkulation geringe Abfalle der Heparinkonzentrationen. So kahrOfac
Minuten in der Kontrollgruppe eine Konzentration von 2466,09 1U/ml und in der
CBMAX-Gruppe ein Wert von 2,78 0,20 IU/ml gemessen werden. Es finden sich
keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Gruppen.

Da der physiologische Abbau des Heparins in der Leber-witrim-Modell keine Rolle
spielt, mul3 es fur den Heparinverbrauch eine andere Erklarungen gebenngaonsei
dieser Effekt zu einem geringen Teil einer Bindung des Heparins Eiuianen
anzurechnen, was zu einem Abfall der Heparinkonzentration fuhrt. Zum andere
kommt es wahrend der Rezirkulation des Blutes zu einer mechanischen
Traumatisierung des Blutes und damit der Thrombozyten sowie einer Amggeon
Thrombozyten an die kinstlichen Oberflachen der HermenrMaschine. Beides
fuhrt zu einer Freisetzung von Degranulationsprodukten aus den Thrombozyten wie
Plattchenfaktor 4, welches in der Lage ist, das Heparin zu antagenisied damit den
Heparinspiegel zu senken [111],[185]. Weitere Grunde fir eine Verringerung der
Heparinkonzentration finden sich in frei im Plasma zirkulierendesttdPlenfaktor 4

[4] sowie einer Komplexbildung von AT Ill und Heparin, welcher nicht méhreine
Heparinaktivitat erfalBbar ist. Desweiteren wird Heparin genauscanilere Proteine
durch den Kontakt mit der Fremdoberflache des Oxygenators denaturiert uibhdhsom
seiner Aktivitat beeinfluf3t.

Bei der Carmeda® bioaktiven Oberflache, wie sie die Oxygenatoren BIIAK -

Gruppe aufweisen, wird Heparin nach dem Prinzip der Endpunktbefestigung kovalent
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gebunden, so dass ein Grof3teil der aktiven Heparinsequenzen frei inroBiutst
wirksam ist. Lost sich im Verlauf der Rezirkulation gebundenes ktepam der
Oberflache ab, wirde dies zu einer Erh6hung der Heparinkonzentration im
zirkulierenden Volumen fuhren. Dieser Effekt laf3t sich in der CBMaiXippe jedoch
nicht feststellen. Diese Tatsache spricht fir die exzelletabilat der CBAS

Beschichtung.

Einflull unbeschichteter sowie CBASbeschichteter HLM-Systeme auf die

Kontaktphasenaktivierung und das Kallikrein-Kinin -System

Die Kontaktphasenaktivierung ist gekennzeichnet durch eine Aktivierung von
HagemarFaktor (FXII) zu FXlla und Praekallikrein zu Kallikrein, welche clurden
Kontakt mit negativ geladenen Oberflachen ausgelost wird. Dabei ist die
Kallikreingenerierung durch einen Ruckkopplungsmechanismus eng mit der
Aktivierung von FXII verbunden [97]. Kallikrein welches Gber HMKihinogen an
negative Oberflachen gebundenen ist, kann den ebenfalls oberflichengebundenen
HagemansFaktor spalten und damit aktivieren. Der sich im Plasma verteil@nde
FXlla schlief3t den Kreis, indem er wiederum Plagpnakallikrein aktiviert. Es entsteht
Kallikrein.

Als Parameter zur Beurteilung der Kontaktphasenaktivierung und dekr&aHKinin-
Systems wurden in der vorliegenden Arbeit die HKi¢-activity und die Kallikrein
like-activity bestimmt. Durch die enge funktionelle Verkniipfung der Kontaktphasen
aktivierung mit dem KallikreirKinin-System muf3te man die beiden eigentlich
zusammen betrachten. Aus Griinden der Ubersicht sollen die beiden teajecech

getrennt diskutiert werden.

Kallikrein-like-activity

Der Ausgangswert fur die Kallikreilike-activity zu Beginn der Rezirkulation liegt in
der MAX-PRFKontrollgruppe bei 23,93 3,39 U/l und in der CBMAXGruppe bei
24,27+ 3,82 U/I. Damit liegen die Werte innerhalb des physiologischen Rahmens.
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Von einigen Autoren wird beschrieben, dass schon bei der Blutabnahme déefiiver

die Kallikreinlike-activity ansteigen. Begrindet wird dies durch den Kontakt des
Spenderbluts mit den thrombogenen Oberflachen der Metallkanile und des
Kunststoffschlauches bei der Blutentnahme, so dass es hierdurch keresiser
gewissen Aktivierung der Kontaktphase kommt. Im Konservenbeutel selbstdtefi
sich Citrat, welches die calciumabhangigen Schritte der Gerinnungdkas&amt und
somit eine weitere Aktivierung der Gerinnung bei der Lagerung verhinderseD
Effekt 1aR3t sich in unserer Versuchsreihe nicht nachweisen [5].

Verschiedene Autoren beschreiben sprunghafte Zunahmen der Kallikesactivity

nach der Hamodilution, welche der Kontaktphasenaktivierung zugeschrieben wird:
nach dem Einfillen in das Blutreservoir der HeungenrMaschine und der
Durchmischung durch einige Umdrehungen der Rollerpumpe kommt das Blutgemisch
in relativ kurzer Zeit mit der gesamten Oberflache des ‘HermenMaschinen-
Modells in Beriihrung. Dies fiihrt zu einem sprunghaften Anstieg der \Meisehen

der Abnahme direkt aus dem Konservenbeutel (AZP1) und der ersten Abnattime na
Beginn der Rezirkulation (AZP2). Desweiteren wird eine stetige uea der
Kallikrein-like-activity mit fortschreitender Zeitdauer beschrieben, welche aauf di
standige mechanische Alteration an den Oberflachen von Pumpe, Filter,n@woyrge
und Schlauchsystem zurtickgefuhrt wird [93],[131]. Auch dieser Effekt I&Rbsicder
vorliegenden Versuchsreihe weder in der Kontrollgruppe noch in der CBA)pe

feststellen.

Im Verlauf der Rezirkulation finden sich in beiden Gruppen nur geringflgnptiege

der Aktivitat, welche nach 90 Minuten um 12,8 % in der Kontrollgruppe, bzw. um 4 %
in der CBMAX-Gruppe entsprechen. Ein Anstieg der Kallikrkke-activity spiegelt
eine Generierung von Kallikrein aus Prékallikrein wieder. Zwischen laEden
Gruppen findet sich jedoch zu keinem Zeitpunkt ein statistisch signiikant
Unterschied. Die tendenziell vorhandene geringere Kallikreinentstehung rin de
CBMAX-Gruppe resultiert aus der durch die CBB&schichtung reduzierten FXII
Aktivierung. Dadurch entstehen in geringerem MaRend3- FXIla-Konzentrationen,

was wiederum zu einer geringeren Umwandlung von Préakallikrein zu Kallikrein fuhrt.
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FaktoeXIl -like-activity

Die Bestimmung der Faktor Xllke activity spiegelt die Aktivierung des Faktor Xl
wieder. Die Ausgangswerte fur die Faktor -KKe-activity der Blutkonserven liegen in

der MAX-PRFKontrollgruppe bei 12,8& 1,90 U/l, in der CBMAXPRFGruppe bei
12,39+ 1,49 U/I. Sie unterscheiden sich somit nicht in ihrer Ausgangshdhe.

Wahrend der 90 minutigen Rezirkulation kommt es zwischen AZP1 und AZP2 sowohl
in der Kontrollgruppe, als auch in der CBMASruppe zu Anstiegen der Faktor XII
like-activity von 87,4 % ( von 12,88 1,90 U/l auf 24,14 3,01 U/l) in der KontroH,

bzw. von 79,9 %( von 12,3P 1,49 U/l auf 22,2% 3,05 U/l) in der CBMAXGruppe,

um im weiteren Verlauf bis zum AZP8 nach 90 Minuten nur noch leichi\aufe von
25,69+ 3,05 U/l in der Kontrollgruppe,bzw. 23,892,94 U/l in der CBMAX Gruppe
anzusteigen.

Der starke Anstieg der Aktivitdt nach der Hamodilution zwischen AZihd AZP 2
durfte weitgehend auf den weiter oben beschriebenen Effekt der Kontakiphase
aktivierung beim Befullen und der Inbetriebnahme der HermenMaschine
zuzuschreiben sein.

Durch die oben beschriebene enge funktionelle Verknipfung und gegenseitige
BeeinfluBung von Kontaktphasenaktivierung und Kallikii€inin-System ist damit zu
rechnen, dass die Konzentrationsverlaufe beider Parameter ahnlitéef&/eeigen, so
dass die Grinde fur den Konzentrationsverlauf der FaktofikéHactivity dieselben
sind, wie fur das Ansteigen der Kallikrelike-activity.

Der aktivierte Faktor XIl und das Kallikrein beeinflussen aber meintdas Kallikrein
Kinin-System, sondern fuhren auch zur Aggregation von neutrophilen Granulozyten
und damit zur Freisetzung von PMBastase, welches wiederum das KiSiystem

aktivieren kann [180].
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Einflull unbeschichteter sowie CBASbeschichteter HLM-Systeme auf die

Thrombozytenzahl

Frihere Forschungsergebnisse haben bereits gezeigt, dass es bei Bi&r C
Beschichtung im Vergleich zu einer konventionellen Beschichtung zu einegegen
Zerstorung der Thrombozyten kommt [122],[148],[167],[170],[183],[189]. Diese
Ergebnisse konnten in dieser Studie bestatigt werden.

Die Thrombozytenausgangszahlen lagen mit 162,87,25 16 Zellenjul in der MAX-
PRF Gruppe bzw. 149,5% 19,10 x 16 Zellenful in der CBMAX-Gruppe in beiden
Gruppen innerhalb der physiologischen Norm. Im Verlauf der Rezirkulatiorekam
der Kontrollgruppe zu einem Abfall der Thrombozytenzahl auf 4% des Ausgangswe
nach einer Rezirkulationsdauer von 20 Minuten, was einer Thrombozytenzahl von 6,37
+ 2,21 x 16 Zellenjul entspricht. Im weiteren Verlauf bis zum Rezirkulationsende
erfolgte ein erneuter Anstieg der Thrombozyten auf 13,848 x 16 Zellenjul, was
etwa 9% des Ausgangswertes entspricht.

In der CBMAX-Gruppe zeigte sich ein weniger deutlicher Abfall: im Verlauf der
Rezirkulation kam es bis zum Rezirkulationsende zu einem maximdismk&n der
Thrombozytenzahl auf 42,48 9,31 x 18 Zellenful, was 26% des Ausgangswertes

entspricht.

Die Ursache fiur die Abnahme der Thrombozytenzahlen liegt in ihrer pbgsohen
Funktion, sich an als unphysiologisch erkannte Oberflachen zu aggregieren.
Adsorbierte Plasmaproteine wie Faktor Xll, HMWK, Fibrinogen, -Vdilebrand
Faktor, Vitronectin und andere fuhren zu einer Oberflache, welche d&nhib/Ba-
Rezeptoivermittelten Adhasion und Aktivierung von Thrombozyten und in letzter
Konsequenz eine Thrombozytenaggregation bewirken. Der GPIR#8tzptor besteht

aus zwei Untereinheiten, dem CDAhtigen (=GPIllb) und dem CD6Antigen
(=GPllla). Der GPIIb/lllaRezeptor dient als Bindungsort fir oben genannte Proteine
und leitet den Adhasionsprozel ein. [22],[60],[79],[139],[146],[158],[171],[176],[179].
Desweiteren kommt es durch die Bewegungen der Rollerpumpe zur trschmeati
Destruktion und Aggregation. Ein weiterer Grund durfte in hd&modynamisch unguinstig

gestalteten Kreislaufabschnitten des Oxygenatorsystems begrindet Wedgenes in
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einigen Abschnitten zu turbulenten Stromungen, in anderen Abschnitten hingegen zur
Blutstase kommt. Eine weitere theoretische Moglichkeit konnte dastehen, dass
aulRer den Wandflachen des HermgenMaschinerSystems auch kleinste im System

zirkulierende Kleinstpartikel zu einer Aggregation fihren [160].

Das erneute Ansteigen der Thrombozytenzahl in der Kontrollgruppe imu¥elda
Rezirkulation kann dadurch erklart werden, dass sich Thrombozyten reveasibel
Oberflachen binden und anschlie3end dem Blut wieder zugefiihrt werden und erneut

rezirkulieren.

Der Abfall der Thrombozytenzahl ist in beiden Gruppen zu Beginn derkRkzion

am starksten ausgepragt. Dies scheint auf eine sofort einsetzende
Thrombozytenreaktion hinzudeuten. Nachdem die Fremdoberflachen dann einmal mit
Thrombozyten Uberzogen sind, ergibt sich ein Gleichgewicht zwischen
Thrombozytenaggregation undwiederauflosung, so dass dann nur noch die
fortlaufende mechanische Alteration die schwachere Reduktion der Thryteboz
herbeifuhrt.

Wenn man davon ausgeht, dass sowohl in der Kontatdl auch in der CBMAX
Gruppe das Ausmall der mechanischen Zerstérung durch hamodynamische
Ungunstigkeiten sowie der Einflu3 der Rollerpumpe gleich groR3 ist, mu3 man die
Ursache fur den weniger starken Abfall der Thrombozytenzahl in derAC8Rruppe

in der Beschichtungsart suchen, welche sich positiv auf die Platt¢thensavirkt. Das
Ausmall der Thrombozytenaggregation sowie delestruktion ist in der
heparinbeschichteten CBMAruppe signifikant niedriger als in der MAX
Kontrollgruppe. Diese Aussage wird ebenfalls durch die Werte fiur [lie

Thromboglobulinkonzentrationen bestatigt.
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EinfluR unbeschichteter sowie CBASbheschichteter HLM-Systeme auf die 8-

Thromboglobulinkonzentration

Die Ausgangswerte fif8-Thromboglobulin zu Beginn der Rezirkulation lagen bei der
MAX -Kontrollgruppe bei 46& 128,64 1U/l und in der CBMAXGruppe bei 343,4%
82,00 IU/l. Bis zum Rezirkulationsende nach 90 Minuten stiegen [gle
Thromboglobulinwerte in der Kontrollgruppe auf 5254#6€857,61 U/l an, was einer
Zunahme von 1124% entspricht. In der CBM&Xuppe lie3 sich ein Anstieg auf
2036,80+ 435,07 IU/I feststellen, was einer Zunahme von 593% entspricht. Bereits
nach 10 -mindtiger Rezirkulation fanden sich zwischen den beiden Gruppen
hochsignifikante Unterschiede.

B-Thromboglobulin diente in den durchgefihrten Rezirkulationen zusammen mit der
Thrombozytenzahl als Marker fir das Ausmald der Thrombozytenaktivierung- bzw.
aggregation.

B-Thromboglobulin ist in dem-Granula der Thrombozyten lokalisiert und wird bei
Thrombozytenaktivierung bzw.-aggregation aus diesen freigesetzt. Je mehr
Thrombozyten aktiviert bzw. aggregiert werden, desto hoher ist damit die
Konzentration deg-Thromboglobulins im Serum. Dies spiegelt sich auch in den sich
aquivalent zur Thrombozytenzahl verhaltenden Werten fir [dakromboglobulin
wieder. Der weniger starke Abfall der Thrombozytenzahl in der CBMZxMppe im
Vergleich zur MAXKontrollgruppe hat sein Aquivalent im weniger starken Anstieg
der B-Thromboglobulinwerte der CBMA>Gruppe. Es findet sich somit eine
Bestatigung fir obige Aussage, dass die CBMBé&chichtung das Ausmald der
Thrombozytenaggregation und -zerstorung gunstig beeinflufit. Der
Konzentrationsanstieg vonf-Thromboglobulin und damit das Ausmald der
Thrombozytenaktivierung féallt in der beschichteten Gruppe signifikant gersngeals

in der unbeschichteten Gruppe.
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Einflull unbeschichteter sowie CBASheschichteter HLM-Systeme auf die PMN

Elastasekonzentration

PMN-Elastase ist ein vor allem in neutrophilen Granulozyten vorkommendes
proteolytisches Enzym, welches eine wichtige Rolle beim Abbau von phagteytie
Material spielt.

In den durchgefuhrten Versuchen diente es als Marker, um das Ausmald der
Granulozytenschadigung beurteilen zu kénnen.

Die Ausgangswerte fir die PMHBlastase lagen mit 70,14 16,93 ug/l in der
Kontrollgruppe, bzw. 56,91+ 7,43 pg/l in der CBMAX-Gruppe jeweils im
Normbereich. Im Verlauf der Rezirkulation stieg die KonzentrationRidN-Elastase

in der Kontrollgruppe kontinuierlich bis auf 396, #@.06,91ug/l an, was 565,6 % des
Ausgangswertes entspricht. In der CBM&¢uppe lag die Elastagénzentration

nach 90 Minuten bei 140,3918,33ug/l , was einer Erhohung auf 246,7 % enspricht.
Die beiden Gruppen unterscheiden sich bereits nacimitfitiger Rezirkulationszeit
signifikant im Konzentrationsanstieg (p=0,004). Die Konzentrationanstiegeliéir
PMN-Elastase zwischen AZP1 und AZP2 unterscheiden sich in der Hohe kaum von
den Anstiegen der folgenden AZP, so dass eine massive Granulozytenschadigung
Beginn der Rezirkulation durch Hamodilution und Inbetriebnahme derlHgrgen
Maschine nicht nachzuweisen ist. Da es sich bei der {El\istase, wie bereits erwahnt

um ein Glykoprotein aus Granulozyten handelt, welches bei Schadigung und
Zerstorung derselben freigesetzt wird, kbnnen die in der CBNBAXppe weniger
stark ansteigenden Werte fir die PNHMistaseKonzentration mit einer geringeren
Schéadigung der Granulozyten in dieser Gruppe erklart werden. Unter der
Bertcksichtigung der Ergebnisse von Irvine [81], dass allein durch diecBeing der
beiden Parameter FXHctivity und PMNElastasekonzentration aussagefahige
Auswertungen Uber die Hamokompatibilitat eines Oxygenatorsystems gemsaden

kann, schneidet unter dieser Berucksichtigung das ClB#s8hichtete
Oxygenatormodell in Bezug auf seine Hamokompatibilitdt besser ab.

Eine geringere Leukozytenaktivierung und damit eine geringere Aktivierung des
Komplementsystems durch Heparinbeschichtung konnte auch in anderen Studien
nachgewiesen werden [13],[120],[166].
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Erhohte PMNElastasewerte fluhren zu einer verstarkten Aktivierung des
Komplementsystems Uber C3 und C5. Durch den geringeren Anstieg deERIgkidse

in heparinbeschichteten Systemen findet also auch eine geringere Kamplem
aktivierung statt. Diese positiven Effekte der Heparinbeschichtungen kosunténin
klinischen Untersuchungen bei Patienten gezeigt werden. Durch
Komplementaktivierung hervorgerufene Lungenschadigungen konnten durch den
Einsatz beschichteter Systeme reduziert werden [13],[95],[166]. AuchReidektion

der durch erhohte PMRlastasekonzentrationen verursachten Nierentubulusschaden

durch CBASBeschichtungen konnte nachgewiesen werden [66].

Die genauen Wirkmechanismen, die sich bei Kontakt von Blut mit
heparinbeschichteten Oberflachen abspielen, sind jedoch immer noch ngekklgrus

Es wird jedoch davon ausgegangen, dass die Adsorption von Plasmaproteinen an den
unphysiologischen Fremdoberflachen entscheidend dazu beitragt, ob dem
vorbeistromenden Blut aktivatorische oder inhibitorische Stimuli prasemntierden.

Wie Untersuchungen zu adsorbierten Plasmaproteinen zeigen konnten, weisen
heparinbeschichtete und unbeschichtete Oberflachen ein vollkommen unteisuesedl
Adsorptionsverhalten auf [38],[184]. Es konnte gezeigt werden, dass fur die
Thrombogenitat einer Fremdoberflache nicht hauptsachlich die Menge delsiadsn
Fibrinogens verantwortlich ist, sondern Uberlagerungseffekte durch andere
Plasmaproteine eine wesentlich bedeutendere Rolle spielen. BiktivaelAdsorption

von Plasmproteinen fuhrt einerseits zur Bildung einer blutfreundlichen
Sekundarmembran auf der Oberflache und verhindert andererseits -eitege wei
Denaturierung und somit Aktivierung der adsorbierten Proteine.

Mehrere Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass die Adhasion von Plasmaprot&nen wi
FXIl, Fibrinogen etc. an Fremdoberflachen ein wesentliches Kriterfim die
Thrombogenitat derselben darstellt [19],[20],[171],[175]. Festphasengebundenes
Fibrinogen fuhrt zu einer starken Aktivierung der Thrombozyten, konsekutiver
Adhasion, Aggregation und in fortgeschrittenem Zustand Zu
Thrombosierungsprozessen.

Es konnte gezeigt werden, dass eine hohe Adsorption von HMWK an
heparinbeschichteten Oberflachen stattfndet. Vermutlich stellt KMWinen

Hauptfaktor fir die Passivierung einer Fremdoberflache bei Blutkontaktvda auch
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zu einer reduzierten Granulozytenadhéasion fihrt [89]. Heparinbeschiclueti#aOhen
zeigen zudem eine wesentlich langsamere und insgesamt geringere iAdsdgs
Komplementfaktors C3. Die Anlagerung von C3 wird als Schlisselmechanismus fir die
Adhésion von Monozyten/Granulozyten, sowie weitere Aktivierung des
Komplementsystems betrachtet [84]. Dies kdnnte u.a. die geringereBtAdbhse
Freisetzung bei heparinbeschichteten Oxygenierungssystemen sowie diesrteduzi
Komplementaktivierung und die damit verminderte inflammatorischen Postypas
Syndrome erklaren.[83],[100].

Die Hamokompatibilitat von Fremdoberflachen hangt also hauptsachlich davon ab,
inwieweit der sich am natirlichen Endothel permanent im Wechselsgi@dende
Prozel3 der Aktivierung und Inhibition von humoralen und zellularen Mediatoren
simuliert werden kann [38]. Die Vorteile der Heparinbeschichtung besteheler
geringeren Adsorption von prokoagulatorischen und proinflamatorischen sowie der
selektiven  Adsorption von antikoagulatorischen und antiinflamatorischen
Plasmaproteinen, die einerseits zu einer schnellen Bildung einerebhdfichen
Sekunddrmembran auf der Oberflache fiihren und andererseits eine e weiter

Denaturierung und Aktiverung der adsorbierten Proteine verhindern [128].
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5. Zusammenfassung

In der vorliegenden Studie wurde untersucht, welche Effekte heparinbesthicht
Oxygenationssysteme mit kovalenter Heparinbindung im Vergleich mit
unbeschichteten Sytemen gleicher Bauart auf unten angegebene Paoasitten. Es
kamen dabei Membranoxygenatoren der Firma Medtronic Inc., Anaheim, CAdESA
Typs Maxima Plus zum Einsatz. Um eine BeeinfluBung der Ergebnisse dirch
individuelle Reaktionslage des Patienten, die Art der Operation und die
Operationstechnik auszuschlieRen, wurde die extrakorporale Zirkulationngm ei
abgeschlossenen -wo-Modell realitdtsnah simuliert. Zu diesem Zweck wurde
frisches humanes Vollblut Gber einen Zeitraum von 90 Minuten rezirkuleert
definierten Abnahmezeitpunkten Proben entnommen und die Konzentrationsverlaufe
verschiedener Parameter untersucht, um somit Aussagen Uber diedfddiviterungen
dieser Parameter in Abhéngigkeit von der Oberflachenbeschichtung madti@amea.

Um sowohl Aussagen uUber die Kontaktphasenaktivierung als auch tber digkbDastr

von zellularen Blutbestandteilen machen zu kdnnen, wurden die Konzentrati@hs
damit die Aktivitatsanderungen der Parameter Kallikide-activity, Faktor XlHike-
activity, PMN-Elastase, Thrombpytenzahl undB-Thromboglobulin bestimmt.
Desweiteren wurden zu jedem Abnahmezeitpunkt bei allen Rezirkulatidieen
Heparinkonzentrationen der einzelnen Proben bestimmt, um Aussagen uber die
Stabilitat der kovalenten Heparinbindung Uber eine langere Rezirkulaiiomszshen

zu kénnen.

Die fUr diese Versuchsreihe benutzten Vollblutkonserven wurden rekedifund mit
3lU/ml Heparin ungerinnbar gemacht. Durch Hamodilution mit Rugesung,
Glukoselésung sowie Natriumhydrogenkarbonat, Hypothermie und konstante Begasung
mit einem Gasgemisch aus Sauerstoff (1 I/min) und Kohlendioxid (0,08) muirden

klinische Bedingungen simuliert.

Die Heparinkonzentratiolag zu Beginn der Rezirkulation im angestrebten Bereich von

3IU/ml, um dann im Verlauf der Rezirkulation abzusinken.
Zum einen ist der Grund hierfiir in der Neutralisation des Heparith dindung an

Plattchenfaktor 4,3-Thromboglobulin, Thrombospondin und ATIIl zu suchen.
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Desweiteren findet eine Bindung von Heparin an Kalziumionen statt,etvasfalls
einen Konzentrationsabfall zur Folge hat.

Ein weiterer Grund durfte die Denaturierung des zirkulierenden Hepdtinsh
Kontakt mit Fremdoberflachen sowie Zerstérung durch mechanische Trsienuaiy
des Blutes wahrend der Rezirkulation sein.

Es fanden sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Gruppen.

Ein ausbleibender Konzentrationsanstieg in der beschichteten Grupw: dabei fur

die exzellente Stabilitat der kovalenten Heparinbindung.

In beiden Gruppen stiegen die Werte fir die Kallikiidie-activity sowie fur die FXH

like-activity leicht an. Beide Parameter zeigen eine Aktivierung von Faktound|
Kallikrein und damit der Kontaktphase durch Kontakt mit unphysiologischen
Oberflachen sowie mechanischer Traumatisierung wahrend der Rerinkida. Ein
initialer Anstieg der Aktivitat durch Blutabnahme, Hamodilution und Fullurg-Hdez
LungenrMaschinem, bei der das Blutgemsich in relativ kurzer Zeit miéregrof3en
unphysiologischen Flache Kontakt hat, lie3 sich nur fir die -kk@lactivity, nicht
jedoch fur die Kallikreirlike-activity feststellen. Die Konzentrationsanstiege fielen in
der beschichteten Gruppe geringer aus als in der Kontrollgruppe. Schtisti
signifikante Unterschiede fanden sich jedoch nicht.

Die Thrombozytenzahtfiel in der unbeschichteten Kontrollgruppe stark ab, um dann

wieder gering anzusteigen. In der heparinbeschichteten Gruppe fand diohsanter
Abfall der Werte, der jedoch nicht so stark ausfiel wie in der kdigtuppe. Bereits

nach 5 Minuten Rezirkulation fanden sich in beiden Gruppen hochsignifikante
Unterschiede.

Die Ursachen fur den Abfall der Thrombozytenzahl sind zum einen in esruition

durch Hamodilution, mechanische Traumatisierung sowie stromungsbedingten
Zelluntergang zu suchen.

Zum anderen filhren adsorbierte Plasmaproteine zu einer Sekundaroberéiache
welcher eine GPIIb/llleRezeptorvermittelte Adhasion und Aktivierung von
Thrombozyten und damit eine Thrombozytenaggregation an als unphysiologisch
erkannten Oberflachen stattfindet. Dabei weisen heparinbeschichtete und
unbeschichtete Oberflachen ein vollkommen unterschiedliches Adsorptionsyerhal

auf. Bei heparinbeschichteten Oberflachen findet vermutlich eine holueptds von
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HMWK statt, was wahrscheinlich zu einer Passivierung der Fremitixtier und damit

einem geringeren Thrombozytenabfall fuhrt. Die selektive Adsorption firmetseits

zur Bildung einer blutfreundlichen Sekundarmembran auf der Oberflache und
verhindert andererseits eine weitere Denaturierung und somit Alingerder
adsorbierten Proteine.

Wenn davon ausgegangen wird, das die Destruktion durch Strdmungsphanomene,
Hamodilution und mechanische Traumatisierung in beiden Gruppen gleich grof3 ist,
bestétigt der weniger starke Abfall der Thrombozytenzahl in der lobteten Gruppe

die verbesserte Hamokombatibilitat der CBB&schichtung.

B-Thromboglobulinstammt aus Thrombozyten und wird bei Schadigung freigesetzt.

Der Konzentrationsanstieg fiB-Thromboglobulin fiel in der beschichteten Gruppe
weniger stark aus als in der unbeschichteten. Es lasst sich somitquivalenter
Verlauf der B-Thromboglobulinwerte zu den Thrombozytenwerten feststellen, was
somit ebenfalls auf die verbesserte Hamokompatibilitat der CBégghichtung

schlie3en lasst und obige Aussagen stitzt.

Die PMN-Elastasedient als Marker fur das Ausmal’ der Granulozytenschadigung. Die
Werte fur die PMNElastase steigen in beiden Gruppen an, wobei der Anstieg in der
CBAS-Gruppe bereits Minuten nach 20 signifikant geringer ausfiel und somit dbenfa
auf die verbesserte Hamokopatibilitat der CBB&schichtung schliel3en lasst.

Wie oben beschrieben stellt HMWK vermutlich einen Hauptfaktor fuPdissivierung

einer Fremdoberflache bei Blutkontakt dar. Dies fuhrt neben der vern@nder
Thrombozytenaggregation auch zu einer reduzierten Granulozytenadhasion. Wie in
verschiedenen Studien gezeigt werden konnte [84],[89], zeigen heparinbeschichtete
Oberflachen zudem eine wesentlich langsamere und insgesamt geduigergtion

des Komplementfaktors C3. Die Anlagerung von C3 wird als Schlisselmsictueni

fur die Adhasion von Monozyten/Granulozyten, sowie weitere Aktivierung des
Komplementsystems betrachtet. Hierdurch kann u.a. die geringere &Rsasetzung

bei  heparinbeschichteten = Oxygenierungssystemen  sowie die reduzierte
Komplementaktivierung und die damit verminderten inflammatorischen Posthypas

Syndrome erklart werden.
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Abschlieend kann gesagt werden, dass durch den Einsatz der extrakorporalen
Zirkulation mittels HerzZ.ungenMaschine alle Blutzellen durch den Kontakt mit
unphysiologischen Oberflachen und auf chemiwmglthanischem Weg geschadigt
werden. Aul3erdem kommt es zu einer Aktivierung der Kontaktphase, delsrédalli
Kinin-Systems sowie des Komplementsystems und aller darauf folgendenoReakti

Die Hamokompatibilitat von Fremdoberflachen hangt dabei hauptsachlich davon ab,
inwieweit der sich am natirlichen Endothel permanent im Wechselsgi@dende
Prozel3 der Aktivierung und Inhibition von humoralen und zellularen Mediatoren
simuliert werden kann. Die Vorteile der Heparinbeschichtung bestehederin
geringeren Adsorption von prokoagulatorischen und proinflamatorischen sowie der
selektiven  Adsorption von antikoagulatorischen und antiinflamatorischen
Plasmaproteinen, die einerseits zu einer schnellen Bildung einerebhdfichen
Sekundarmembran auf der Oberflache filhren und andererseits eine e weiter

Denaturierung und Aktiverung der adsorbierten Proteine verhindern.

In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass GBé&sthichtete Oxygenatorsysteme
zu einer Reduzierung der Aktivierung der Kontaktphase, der Granulozytenschadigung,
der Thrombozytenaktivierung sowie der Hamostasestérungen und damit des

Blutverlustes fiihren.

Desweiteren konnte erneut gezeigt werden, dass es sich bei derEBeBAlschtung
um eine Beschichtung handelt, welche sich durch exzellente Stabibg#itdie 90
initige Rezirkulation auszeichnet. Auf diese Art und Weise hepari@si
gberﬂéehen erhohen somit die Hamokompatibilitat der wéahrend der E@@naeten
kunstlichen Materialien, welches sich durch postoperativ einfacheassadé@ément
durch weniger bzw. geringere Komplikationen wie Postperfusionssyndrom, akutes
Lungenversagen, Sepsis und Multiorganversagen auswirkt. Sie tragen somit zur
schnelleren und risikioloseren Rekonstitution der Patienten bei. Nictasdées sind
weitere Forschung und Entwicklungen nétig, um die Hamokompatibilitat der
verwendeten Materialien weiter zu verbessern und somit die unerwémdefiekte,
welche beim Einsatz der HekmngenMaschine auftreten weiter minimieren zu
konnen. Neben der Entwicklung von physiologischeren Oberflachen ist es jedoch auch

notig, die Erforschung der Mdoglichkeiten der pharmakologischen Inhibition von
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Schlisselenzymen intensiv zu betreiben, um somit die unerwiinschten Effmkte

Wohle des Patienten minimieren zu kénnen.
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6. Tabellenanhang:

6.1 Rohdaten:

Hamatokritkorrigierte Einzelwerte

6.1.1 Versuchsreihe 1:

Heparinkonzentration/ MAXPRF:

Lauf AZP2 AZP3 AzZP4 AZP5 AZP6 AZP7 AZP8

1 3,10 2,60 2,70 2,30 2,30 2,50 2,40

5 3,30 3,00 2,90 2,70 2,70 2,70 2,70

7 3,20 3,00 2,90 3,00 2,90 2,80 2,60

9 2,80 2,70 3,00 2,50 2,60 2,20 2,30
11 3,30 3,00 3,40 3,00 2,90 2,80 2,70
13 3,70 3,60 3,30 3,60 3,40 3,30 3,30
15 3,00 3,20 3,30 3,00 2,80 2,70 2,70
18 2,60 2,90 2,60 2,30 2,50 2,30 2,50
19 2,50 2,80 3,10 3,00 3,10 2,80 2,70
Heparinkonzentration/ CBMAXPRF:
Lauf AZP 2 AZP 3 AZP 4 AZP 5 AZP 6 AZP 7 AZP 8

3 3,00 3,10 3,20 3,00 3,00 3,10 3,00

4 2,60 2,60 2,70 2,60 2,60 2,50 2,50

8 3,10 3,00 2,80 2,90 2,70 2,90 2,80
10 2,40 2,40 2,20 2,10 2,30 2,40 1,60
14 3,20 3,20 3,20 3,20 3,00 3,20 2,80
16 3,30 3,20 3,20 3,30 3,20 3,30 3,30
17 3,20 3,00 3,10 3,40 2,90 2,90 3,50
20 2,90 2,90 2,50 2,80 3,00 2,60 2,70
Kallikrein-like activity/ MAX-PRF:
Lauf AZP1 AzZzP2 AZP3 AZP4 AZP5 AZP6 AZP7 AZP8
1 18,82 16,83 19,00 17,36 19,00 1954 20,35 22,79
5 18,14 1850 17,70 18,50 16,88 19,04 17,70 19,31
7 13,78 18,30 18,02 16,94 17,75 18,56 18,56 21,03
9 39,82 3524 37,37 36,32 40,02 41,35 41,87 40,555
11 13,20 16,96 17,22 17,73 17,73 18,00 19,30 19,83
13 39,98 32,75 33,28 31,16 3355 3540 34,87 36,44
15 27,72 2555 2451 2582 24,78 26,86 26,08 28,16
18 24,86 25,17 23,59 23,59 25,17 25,23 28,84 31,46
19 19,15 22,62 19,96 21,83 2156 22,62 22,62 2341
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Kallikrein-like activity/ CBMAX-PRF:

Lauf AZP1 AZP2 AZP3 AZP4 AZPS AZP6 AZP7 AZPS8
3 16,46 15,44 16,52 15,98 15,70 16,25 16,25 18,15
4 13,27 14,84 15,12 16,22 1540 16,22 1594 16,22
8 30,41 26,73 24,87 2546 2512 28,86 27,27 28,61
10 16,80 17,90 17,36 18,69 16,56 18,96 19,23 22,16
12 48,89 38,55 38,55 38,02 36,71 36,97 37,75 41,95
14 32,42 28,58 27,00 27,52 27,52 29,38 30,40 32,03
16 2470 21,76 22,82 22,82 21,23 21,77 23,09 25,48
17 20,83 21,47 20,67 22,25 20,41 21,72 21,47 23,29
20 14,62 19,75 16,85 16,58 15,27 16,33 18,70 19,48

F Xll-like activity/ MAX-PRF:

Lauf AZP1 AZP2 AZP3 AZP4 AZP5 AZP6 AZP7 AZPS8
1 14,62 20,35 20,90 20,90 20,90 21,71 21,98 23,34
5 11,42 20,11 20,65 21,72 2091 21,99 21,72 21,72
7 2,86 1557 1447 1557 1583 16,94 16,94 18,56
9 23,69 40,02 41,08 39,76 41,35 41,35 4452 42,68
11 8,06 13,82 13,82 12,52 12,52 12,27 13,04 13,57
13 11,42 37,24 32,48 33,28 34,87 3565 3565 36,71
15 14,78 26,08 26,08 24,78 2530 25,04 26,34 27,65
18 15,46 23,86 26,74 23,86 26,48 25,68 28,30 27,26
19 13,61 20,23 19,42 19,69 20,23 19,42 20,75 19,69

FXII-like-activity/ CBMAX-PRF:

Lauf AZP1 AZP2 AZP3 AZP4 AZPS AZP6 AZP7 AZPS8
3 12,43 18,41 18,96 19,23 18,68 18,96 18,68 20,31
4 4,70 13,19 12,37 12,65 12,37 13,19 13,47 14,30
8 13,78 30,74 29,95 27,80 29,95 31,81 30,47 31,54
10 12,26 20,30 18,42 20,57 19,76 20,57 21,63 21,63
12 21,84 40,37 39,06 40,90 39,59 41,68 40,37 41,17
14 13,44 27,25 27,25 28,32 26,46 29,90 27,00 29,90
16 12,60 22,55 23,34 23,61 22,55 23,34 23,34 23,61
17 10,42 15,44 15,92 15,17 1597 1597 16,75 17,01
20 10,08 12,38 14,75 14,22 14,75 15,01 16,58 15,53
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Thrombozyten/ MAXPRF:

Lauf AZP1 AZP2 AZP3 AZP4 AZP5 AZP6 AZP7 AZP8
1 209,00 158,29 21,00 3,23 9,69 21,00 48,46 61,38
5 56,00 44,68 20,75 6,38 4,79 9,57 1,60 1,60
7 329,00 185,29 110,52 45,51 14,63 9,75 32,51 24,38
9 75,00 69,42 15,78 3,16 0,00 3,16 15,78 15,78
11 157,00 127,34 83,86 29,50 3,11 1,55 1,55 0,00
13 115,00 108,48 78,61 44,02 18,87 3,14 3,14 4,72
15 209,00 114,88 35,71 12,42 3,10 1,55 6,21 9,31
18 163,00 106,10 60,85 17,16 3,12 6,24 10,92 4,68
19 151,00 72,86 23,76 4,75 0,00 1,58 6,34 3,17

Thrombozyten/ CBMAXPRF:

Lauf AZP1 AZP2 AZP3 AZP4 AZP5 AZP6 AZP7 AZP38
3 194,00 161,21 153,15 153,15 148,32 138,64 106,40 96,73
4 81,00 76,64 619 60,33 52,18 50,55 45,66 35,87
8 192,00 133,66 109,79 85,92 73,19 41,37 33,41 39,78
10 107,00 100,13 85,83 71,52 4450 20,66 6,36 14,30
12 175,00 98,32 53,06 4994 34,33 29,65 60,86 78,03
14 43,00 124,45 9452 72,46 31,51 29,93 28,35 40,96
16 187,00 107,40 113,71 101,08 67,91 34,75 9,48 11,06
17 172,00 99,70 84,12 60,76 60,76 54,52 43,62 35,83
20 195,00 123,82 103,47 72,10 28,21 6,27 14,11 29,78

B-Thromboglobulin/ MAXPRF:

Lauf AZP1 AZP2 AZP3 AZP4 AZPS AZP6 AZP7 AZPS8

1 1266,90 1064,38 2153,12 3830,35 5662,75 6053,15 6098,51 6324,64
5 490,60 387,33 425,19 767,66 1401,48 1494,33 1832,24 2008,10
7 829,03 736,30 932,93 1717,34 3924,42 4778,01 5316,40 5653,08
9 601,12 816,02 1308,52 2394,11 5549,83 6045,21 6157,76 6594,83
11 69,61 99,20 289,29 1064,52 2145,11 2329,48 5107,84 5595,82
13 88,18 160,55 268,14 725,69 2547,66 3545,03 4101,32 4777,12
15 274,00 653,12 921,56 1326,88 2652,15 5330,30 6246,27 6253,13
18 255,58 486,21 870,77 1739,73 4026,76 4573,46 4902,32 4995,69
19 330,21 570,71 916,09 1677,29 4225,47 5006,49 5292,77 5084,29
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B-Thromboglobulin/ CBMAXPREF:

Lauf AZP1 AZP2 AZP3 AZP4 AZP5 AZP6 AZP7 AZP38

3 635,09 49598 473,41 530,28 594,64 677,25 946,93 1097,15
4 144,28 75,79 88,10 109,20 164,61 232,07 400,73 525,31
8 112,92 165,88 252,50 383,85 638,42 903,35 1143,17 1237,82
10 178,27 306,16 305,70 380,24 719,77 1083,38 2520,23 4903,89
12 353,09 519,21 776,33 1005,35 1844,77 2242,63 2376,64 2581,14
14 719,65 991,48 1394,46 1522,66 1229,58 1362,09 1857,78 2240,23
16 144,36 249,89 249,89 278,77 755,69 1199,31 2438,60 2636,92
17 614,91 626,80 602,75 646,83 779,70 825,85 1026,81 1085,81
20 188,52 207,49 306,95 460,04 1045,20 1476,11 1951,32 2022,92

PMN-Elastase/ MAXPRF:

Lauf AZP1 AZP2 AZP3 AZP4 AZP5 AZP6 AZP7 AZP38

1 121,33 86,17 120,51 124,23 141,45 183,12 590,73 1195,06
5 46,72 20,76 14,65 48,26 108,74 144,71 162,28 178,47
7 28,05 32,08 4054 33,32 57,86 63,99 80,08 114,81
9 29,84 36,62 44,66 71,12 14587 213,63 243,30 252,00
11 56,41 45,38 4895 75,80 99,15 149,05 220,09 265,00
13 41,77 49,71 60,06 111,77 152,99 224,59 273,34 295,82
15 175,34 212,26 248,76 242,43 271,49 247,43 225,17 361,25
18 97,26 79,98 89,53 141,73 232,06 278,37 367,04 486,66
19 3453 29,49 27,07 67,70 178,44 292,27 362,98 421,20
PMN-Elastase/ CBMAXPRF:

Lauf AZP1 AZP2 AZP3 AZP4 AZP5 AZP6 AZP7 AZP8
3 76,60 73,59 74,24 80,33 88,14 107,13 118,82 132,24
4 18,31 43,83 31,85 26,86 50,32 81,09 93,57 120,58
8 4488 58,03 50,07 68,25 74,34 86,91 125,38 133,09
10 47,23 60,95 41,58 60,14 53,58 70,36 92,33 114,05
12 69,16 52,30 75,53 67,42 71,40 7751 94,00 97,02
14 57,94 36,23 41,54 41,62 50,93 62,92 112,63 150,80
16 39,07 37,94 41,00 44,22 65,81 93,04 222,00 273,70
17 93,13 68,17 52,05 57,77 83,66 85,17 128,48 156,13
20 65,89 59,39 4332 41,17 50,59 137,18 84,65 85,94
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6.1.2 Versuchsreihe 2:

Heparinkonzentration PRMAX/ Kontrollgruppe:

Lauf |AZP2 AZP3 AZP4 AZP5 AZP6 AZP7 AZP8

23 2,2 3,6 3,5 3,4 3,6 3,7 2,7

24 3,3 3,0 3,3 3,2 3,5 2,8 3,4

25 3,1 2,8 2,8 3,1 2,9 2,9 3,0
Heparinkonzentration PRMAX ZX:

Lauf |AzP2 AZP3 AZP4 AZP5 AZP6 AZP7 AZP8

21 2,0 3,1 2,8 2,8 2,6 2,6 2,9

27 2,3 3,1 3,4 3,1 3,4 2,9 3,3

28 2,8 3,2 2,8 2,9 2,7 3,1 3,4
Heparinkonzentration PRMAX ZX+H:

Lauf |AZP 2 AZP3 AZP4 AZPS5 AZP6 AZP7 AZP8

22 2,9 3,8 3,4 3,5 3,6 2,3 3,5

26 3,1 3,4 3,3 3,3 3,7 3,3 3,8

29 3,5 2,9 3,1 3,2 3,1 29 2,9

F Xll-like activity PRFMAX / Kontrollgruppe :

Lauf |AZP 1 AZP2 AZP3 AZP4 AZPS5 AZP6 AZP7 AZP8
23 991 26,00 21,79 2390 22,32 2442 23,37 26,80
24 9,58 16,02 16,02 16,02 15,76 16,29 16,54 16,81
25 14,28 23,18 23,45 23,45 22,93 23,45 23,71 25,56
F XllI-like activity PRFMAX ZX:

Lauf |AZP1 AzZP2 AZP3 AZP4 AZP5 AZP6 AZP7 AZP8
21 11,26 20,60 1954 19,81 20,34 19,81 20,34 20,86
27 2554 3797 3482 36,65 329 3692 36,39 37,45
28 16,13 24,10 24,10 23,83 24,37 2356 25,44 24,37
F XllI-like activity PRFMAX ZX+H:

Lauf |AzP1 AzZP2 AZP3 AZP4 AZP5 AZP6 AZP7 AZP8
22 13,44 26,37 25,31 25,31 25,84 2584 2558 28,74
26 17,30 26,58 26,58 26,05 26,05 27,63 27,90 27,90
29 15,79 23,18 24,25 24,25 23,45 23,72 23,45 25,30
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Kallikrein-like activity PRFMAX / Kontrollgruppe:

Lauf |AzP1 AzP2 AZP3 AZP4 AZP5 AZP6 AZP7 AZP8
23 21,34 24,42 21,28 22,06 21,28 23,64 21,79 23,37
24 13,94 16,81 16,02 17,07 16,54 18,38 20,23 20,23
25 20,33 21,86 21,08 21,35 19,76 24,50 20,55 25,03
Kallikrein-like activity PRE-MAX ZX:

Lauf |AzP1 AzP2 AZP3 AZP4 AZP5 AZP6 AZP7 AZP8
21 22,34 25,09 21,40 2350 21,13 23,77 24,31 25,36
27 36,46 30,06 32,18 27,42 33,23 3191 33,75 31,11
28 20,16 20,35 21,42 22,22 21,69 23,03 22,76 23,30
Kallikrein-like activity PRFMAX ZX+H:

Lauf |AZP1 AzZP2 AZP3 AZP4 AZP5 AZP6 AZP7 AZP8
22 24,70 23,20 20,83 22,68 23,20 24,78 21,10 25,84
26 24,02 26,32 24,22 2763 23,15 2841 26,32 31,85
29 25,37 23,45 23,72 2398 25,03 25,03 2582 26,62
PMN-Elastase PRIMAX / Kontrollgruppe:

Lauf |AzP1 AzZP2 AZP3 AZP4 AZP5 AZP6 AZP7 AZP8
23 39,12 39,55 43,54 67,37 95,03 133,45 150,11 162,87
24 63,95 60,44 68,18 85,39 100,62 145,42 219,94 274,42
25 52,12 50,88 62,00 93,82 147,82 212,12 284,82 267,39
PMN-Elastase PRIMAX ZX:

Lauf |AzP1 AzP2 AZP3 AZP4 AZP5 AZP6 AZP7 AZP8
21 58,40 24,37 34,97 64,87 200,22 288,90 304,70 327,31
27 80,63 74,94 80,29 160,42 201,01 298,52 349,59 422,67
28 46,16 33,64 41,69 63,64 99,08 106,24 160,04 160,93
PMN-Elastase PRIMAX ZX+H:

Lauf |AzP1 AzP2 AZP3 AZP4 AZP5 AZP6 AZP7 AZP8
22 133,42 116,31 122,40 153,79 243,51 288,10 326,10 372,07
26 33,76 30,04 79,40 70,14 56,16 88,52 161,78 172,24
29 63,09 41,36 42,40 64,64 129,03 202,47 346,95 430,61
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Thrombozyten PRIMAX / Kontrollgruppe:

Lauf |AZP 1 AZP2 AZP3 AZP4 AZPS AZP6 AZP7 AZPS8

23 184,00 71,91 3595 12,551 0,00 0,00 4,69 9,38
24 195,00 129,76 75,04 18,76 1,56 0,00 1,56 6,25
25 123,00 39,20 14,12 1,57 6,27 0,00 0,00 0,00

Thrombozyten PRIMAX ZX:

Lauf |AZP 1 AZP2 AZP3 AZP4 AZPS5 AZP6 AZP7 AZPS8

21 156,00 62,89 28,30 11,01 9,43 0,00 4,72 4,72
27 190,00 61,22 6,28 3,14 3,14 10,99 28,25 39,24
28 93,00 30,28 12,75 4,78 1,59 0,00 0,00 11,16

Thrombozyten PRIMAX ZX+H:

Lauf |AzZP1 AZP2 AZP3 AZP4 AZP5 AZP6 AZP7 AZP8

22 129,00 73,77 39,24 15,70 4,71 0,00 4,71 4,71
26 224,00 73,62 32,89 10,96 3,13 4,70 20,36 36,03
29 154,00 105,10 58,04 29,80 4,71 1,57 4,71 14,12

B-Thromboglobulin PREMAX / Kontrollgruppe:

Lauf AZP1 AZP2 AZP3 AZP4 AZPS AZP6 AZP7 AZPS8

23 357,35 776,18 1190,83 1947,26 4435,11 5395,78 5864,55 6195,52
24 163,98 279,55 734,06 1488,22 4651,13 5947,95 6351,65 6768,13
25 234,41 572,66 1005,18 1394,70 3022,23 3594,87 3726,67 4260,71

B-Thromboglobulin PRIMAX ZX:

Lauf |AzZP1 AZP2 AZP3 AZP4 AZP5 AZP6 AZP7 AZP8

21 259,37 398,92 631,43 1261,45 2976,37 3563,19 4236,84 4174,90
27 661,09 1201,82 4760,60 6802,92 8533,94 9424,95 9846,63 9237,87
28 645,63 1608,30 2369,48 3064,53 4335,04 5043,46 6226,00 6375,72

B-Thromboglobulin PREMAX ZX+H:

Lauf |AZP 1 AZP2 AZP3 AZP4 AZPS AZP6 AZP7 AZPS8

22 284,75 507,84 1030,30 1519,80 3812,80 4092,58 4322,34 4475,35
26 56,64 325,78 524,37 1303,74 3773,28 4860,50 6096,27 5779,86
29 255,20 359,55 708,67 1460,38 4133,08 5147,77 5585,82 5818,91
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6.1.3 Versuchsreihe 3:

Heparinkonzentration PRMAX/ Kontrollgruppe mit Heparinblut:

Lauf |AZP1 AzZP2 AZP3 AZP4 AZP5 AZP6 AZP7 AZP8
36 8,7 54 54 5,3 51 4,8 52 4,8
37 7,5 5,6 55 5,7 5,3 53 54 5,6
38 8,5 54 55 5,3 5,6 55 55 59
Heparinkonzentration PRMAX ZX mit Heparinblut:

Lauf |AzP1 AzZP2 AZP3 AZP4 AZP5 AZP6 AZP7 AZP8
31 7,6 3,9 3,9 3,6 3,6 3,7 2,8 2,8
32 3,9 3,7 4,0 3,6 3,5 3,2 3,1 2,8
34 4,2 3,7 3,7 3,6 3,7 3,5 3,3 3,3
Heparinkonzentration PRMAX ZX+H mit Heparinblut:

Lauf |AzP1 AzP2 AZP3 AZP4 AZP5 AZP6 AZP7 AZP8
30 7,9 3,7 4,0 4,2 4,1 4,4 3,9 4,1
33 3,9 3,8 3,7 3,5 3,7 3,7 3,4 3,5
35 6,5 4,7 4,5 4,6 4,6 4,9 4,3 4,9

F XllI-like activity PRFMAX / Kontrollgruppe mit Heparinblut:

Lauf |AzP1 AzP2 AZP3 AZP4 AZP5 AZP6 AZP7 AZP8
36 16,97 17,18 17,18 18,23 18,23 18,77 18,23 18,77
37 19,66 20,37 20,11 18,82 18,82 19,86 19,34 20,37
38 33,77 3429 3482 34,02 3588 34,29 32,71 32,71
F Xll-like activity PRFMAX ZX mit Heparinblut:

Lauf |AZP1 AzZP2 AZP3 AZP4 AZP5 AZP6 AZP7 AZP8
31 34,61 26,38 25,28 26,10 26,64 26,38 27,46 28,27
32 31,58 27,58 2866 2894 27,04 2596 27,59 27,04
34 21,84 18,76 19,04 18,22 18,39 19,04 20,66 20,38
F XllI-like activity PRFMAX ZX+H mit Heparinblut:

Lauf |AzP1 AzZP2 AZP3 AZP4 AZP5 AZP6 AZP7 AZP8
30

33

35
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Kallikrein-like activity PRFMAX / Kontrollgruppe mit Heparinblut:

Lauf |AzP1 AzP2 AZP3 AZP4 AZP5 AZP6 AZP7 AZP8
36 24,19 1559 16,12 1796 17,96 18,50 18,77 20,09
37 2251 20,37 19,34 2166 20,37 21,15 20,89 20,63
38 50,40 33,51 33,51 3508 37,20 3851 36,93 37,20
Kallikrein-like activity PRFMAX ZX mit Heparinblut:

Lauf |AzP1 AzP2 AZP3 AZP4 AZP5 AZP6 AZP7 AZP8
31 41,83 29,92 30,19 29,36 30,19 29,92 31,83 34,27
32 31,58 22,18 22,71 23,26 24,88 24,06 24,88 24,88
34 2537 19,31 19,57 17,16 19,31 19,84 20,91 20,91
Kallikrein-like activity PRFMAX ZX+H mit Heparinblut:

Lauf |AZP1 AzZP2 AZP3 AZP4 AZP5 AZP6 AZP7 AZP8
30

33

35

PMN-Elastase PRIMAX / Kontrollgruppe mit Heparinblut:

Lauf |AzP1 AzZP2 AZP3 AZP4 AZP5 AZP6 AZP7 AZP8
36 114,95 72,28 88,33 116,17 272,12 423,58 573,39 528,91
37 59,87 63,26 46,90 72,58 320,30 407,28 434,76 450,11
38 59,06 41,07 49,57 51,56 107,71 214,24 175,71 219,80
PMN-Elastase PRIMAX ZX mit Heparinblut:

Lauf |AzP1 AzP2 AZP3 AZP4 AZP5 AZP6 AZP7 AZP8
31 26,57 25,67 16,59 36,74 36,98 46,72 102,98 84,84
32 2560 21,58 14,19 30,37 28,49 22,74 60,74 72,66
34 77,72 54,86 46,72 46,72 47,05 69,93 99,95 87,05
PMN-Elastase PRIMAX ZX+H mit Heparinblut:

Lauf |AzP1 AzP2 AZP3 AZP4 AZP5 AZP6 AZP7 AZP8
30 3539 2890 32,23 37,70 67,78 81,98 128,32 173,17
33 54,37 31,94 51,78 49,89 72,03 46,42 58,04 63,58
35
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Thrombozyten PRIMAX / Kontrollgruppe mit Heparinblut:

Lauf |AZP 1 AZP2 AZP3 AZP4 AZPS AZP6 AZP7 AZPS8

36 177,00 122,35 76,90 19,23 3,50 12,23 11,36 4,37
37 200,00 121,11 38,38 3,41 1,71 4,26 597 9,38
38 150,00 109,91 34,89 2355 17,45 1,74 0,00 6,11

Thrombozyten PRIMAX ZX mit Heparinblut:

Lauf |AZP 1 AZP2 AZP3 AZP4 AZPS5 AZP6 AZP7 AZPS8

31 119,00 137,56 132,71 123,00 108,43 106,81 100,34 118,14
32 219,00 167,38 148,06 144,84 96,56 51,50 33,80 78,86
34 219,00 134,08 79,81 30,33 4,79 0,00 6,38 14,37

Thrombozyten PRIMAX ZX+H mit Heparinblut:

Lauf |AzZP1 AZP2 AZP3 AZP4 AZP5 AZP6 AZP7 AZP8

30 191,00 139,10 110,62 78,78 25,14 18,44 46,93 80,45
33 222,00 179,16 163,02 133,97 95,23 37,12 6,46 19,37
35 201,00 143,61 41,49 4,79 3,19 3,19 12,77 30,32

B-Thromboglobulin PREMAX / Kontrollgruppe mit Heparinblut:

Lauf AZP1 AZP2 AZP3 AZP4 AZP5 AZP6 AZP7 AZP38

36 639,46 864,66 1066,59 1880,26 4223,48 4947,31 4899,34 5233,66
37 323,68 287,49 606,60 1673,00 3880,67 4759,46 5210,23 5189,42
38 218,78 304,93 588,20 1334,41 3552,24 3935,28 4739,55 5174,48

B-Thromboglobulin PR-MAX ZX mit Heparinblut:

Lauf |AzZP1 AZP2 AZP3 AZP4 AZP5 AZP6 AZP7 AZP8

31 263,37 209,21 225,09 323,23 579,73 876,53 1331,90 1548,62
32 180,30 218,55 265,55 408,20 977,07 1635,59 3643,65 4083,99
34 196,92 273,59 339,20 776,90 1876,50 2200,60 4032,30 4174,52

B-Thromboglobulin PREMAX ZX+H mit Heparinblut

Lauf |AZP 1 AZP2 AZP3 AZP4 AZPS AZP6 AZP7 AZPS8

30 333,16 349,28 434,18 685,14 2014,91 2306,75 4658,15 4940,27
33 546,42 585,96 599,44 619,16 863,69 1415,54 4087,73 4502,36
35 432,87 378,39 598,72 2094,82 4288,59 4532,29 5047,20 5370,09
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