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1 Einleitung

Operationen am Herzen mit Indikationen wie angeborenen Herzfehler, Herzklappendefekte,
Transplantationen oder Bypass-Operationen bendétigen den Einsatz einer Herz-Lungen-
Maschine (HLM) (HESSEL 2014). Der Einsatz einer HLM kann mit gewissen
Komplikationen einhergehen (CARVALHO et al. 2008, BAEHNER et al. 2012). Es kann zu
Entzindungen, Veranderung der  Mikrozirkulation sowie zu  Ischdmie- und
Reperfusionsschaden kommen (LIGUORI et al. 2014, FERRARI et al. 2015). Dies kann
einen negativen Einfluss auf die Organe und deren Funktionen haben. In der Literatur wurden
unter anderem HLM bedingte Lungenschaden beschrieben (FERRARI et al. 2015). Klinische
Studien zeigen, dass zwischen 6,96% und 9,1% der Patienten nach einer HLM-Operation
Funktionsstorungen der Lunge entwickelten (FILSOUFI et al. 2008, JI et al. 2013).

Zur Verhinderung dieser Schaden wurden verschiedene protektiv wirkende MalRnahmen
entwickelt. Dabei wurde gezeigt, dass diverse technische und perioperative Malinahmen
sowie pharmakologische Préparate, die antiinflammatorisch oder vasodilatativ wirken, in der
Lage sind, die Lungenfunktion am Menschen positiv zu beeinflussen (DAVOUDI et al. 2010,
MACEDO et al. 2013, HUANG et al. 2003). Auch zahlreiche in Tiermodellen untersuchte
MalRnahmen konnten positiven Einfluss auf das Lungengewebe nehmen (LIGUORI et al.
2014). Verschiedene humanmedizinische Studien untersuchten auf Kklinischer Ebene den
maoglichen organprotektiven Effekt eines pulsatilen Blutflusses auf die Lunge (BAYRAM et
al. 2012, ENGELS et al. 2014, LIM et al. 2015). BAYRAM et al. (2012) und ENGELS et al.
(2014) kamen zu dem Ergebnis, dass die Pulsation keinen Einfluss auf die Lungenfunktion
hatte, wohingegen Lim et al. (2015) durch die Pulsation eine verbesserte postoperative
Lungenfunktion erzielten. Der Einfluss der Pulsation auf die Morphologie des
Lungengewebes wurde nur in wenigen tierexperimentellen Studien am Schwein untersucht
(HERREROS et al. 2004, BRANDES et al. 2002, SCHLENSAK et al. 2002). Auf
pharmakologischer Ebene wurde mit Minocyclin in einem Tiermodell am Schwein im
Zusammenhang mit HLM bedingten Organschéden an Leber, Niere und Hippocampus eine
protektive Wirkung erzielt (GERDOM 2014, DHEIN et al. 2015, SALAMEH et al. 2015%).
Minocyclin ist ein Tetracyclin und entfaltet neben seiner bakteriostatischen Wirkung auch
zellprotektive Effekte (JORDAN et al. 2007). Dabei wirkt Minocyclin zum einen durch die
Hemmung der Poly (ADP-Ribose) Polymerase (PARP) antiinflammatorisch und

antiapoptotisch und zum anderen durch die Bindung freier Sauerstoffradikale (ROS)
1



antioxidativ (ALANO et al. 2006, KRAUS et al. 2005). An der Lunge selbst zeigte bereits ein
anderer PARP-Hemmer (INO 1001) eine organschonende Wirkung (DHEIN et al. 2008).
Auch Doxycyclin, welches ebenso zur Gruppe der Tetracycline gehort, fihrte zu einer
Verminderung von HLM-induzierten Schaden an der Lunge (ZHANG et al. 2014).

Das Ziel dieser Arbeit war es, die durch eine HLM beschriebenen Organschaden an der Lunge
sowie einen moglichen protektiven Effekt eines pulsatilen Blutflusses und einer

Minocyclingabe histologisch und immunhistochemisch zu untersuchen.

Hierflr wurden Proben aus einem Tierversuch verwendet, in welchem Ferkel an eine HLM-
Maschine angeschlossen waren. Dabei wurde die HLM entweder mit laminarem oder
pulsatilen Blutfluss gefahren. In diesem Versuch wurden zudem zur Priifung der protektiven
Wirkung von Minocyclin die Tiere in einer Versuchsgruppe an eine laminare HLM
angeschlossen und erhielten zusatzlich das Antibiotikum Minocyclin (GERDOM 2014,
DHEIN et al. 2015, SALAMEH et al. 2015% SALAMEH et al. 2015b). Die nach Ablauf des
Versuchs entnommenen Lungenbiopsien wurden in der hier vorliegenden Arbeit auf

histologischer und immunhistochemischer Ebene untersucht.



2 Literaturiibersicht

2.1 Herz-Lungen-Maschine

In diesem Kapitel wird auf den Aufbau und die Funktionen sowie auf Einsatzbereiche der
Herz-Lungen-Maschine (HLM) eingegangen. Des Weiteren werden Komplikationen, die

beim Einsatz einer HLM auftreten kdnnen, beschrieben.

2.1.1 Technik, Funktionsprinzip und Aufgaben der Herz-Lungen-Maschine
Die Herz-Lungen-Maschine (Abbildung 2, Abbildung 3) spielt bei Herzoperationen eine

wichtige Rolle. Sie ermdglicht es dem Chirurgen an einem bewegungslosen und blutleeren
Herzen zu operieren. Dabei Ubernimmt die HLM die Pumpfunktion des Herzens sowie die
Lungenfunktion, indem sie das Blut mit Sauerstoff anreichert und Kohlenstoffdioxid entfernt.
Hinzukommend dbernimmt sie die Aufgabe der Thermoregulation. Um diese Arbeiten

erfillen zu kénnen, besteht die HLM aus verschiedenen Teilen.

Das Grundprinzip besteht darin das Herz sowie die Lunge vom restlichen Korperkreislauf zu
trennen. Man will bezwecken, dass kein Blut mehr durch das Herz und die Lunge fliel3t. Dies
wird durch zwei wichtige Mechanismen erreicht. Zum einen wird die Aorta abgeklemmt und
zum anderen wird das vendse Blut direkt aus den Hohlvenen in die HLM abgeleitet. Somit
kann kein venoses Blut tber den rechten Vorhof in das Herzen gelangen, aber es kann auch
kein arterielles Blut mehr tber die Aorta in den Korperkreislauf flieBen. Dabei Glbernehmen
verschiedene Roller- oder Zentrifugalpumpen die Pumpfunktion des Herzens, indem sie das
Blut aus der VVena cava superior und inferior in die HLM und zurtick in den Korper befordern.

Um eine Gerinnung des Blutes zu vermeiden, wird den Patienten Heparin verabreicht.

Uber den rechten Vorhof werden die untere Hohlvene (V.cava superior) und die obere
Hohlvene (V.cava inferior) kandliert (Abbildung 1). Das Blut aus dieser vendsen Kaniile flief3t

uber einen Schlauch in ein venoses Reservoir (Abbildung 2).

Die Aorta wird zu Beginn der HLM mit Hilfe einer Aortenklemme (Abbildung 1)
verschlossen. Dies sorgt daftir, dass das durch die HLM oxygenierte Blut, welches hinter der
Aortenklemme Uber eine Aortenkaniile (Abbildung 1) dem Korperkreislauf wieder zugefugt
wird, nicht zurtick in die linke Herzkammer l&uft. Die Lunge wird von der Vasa privata auch

wéhrend der HLM weiterhin mit Blut, welches dann Gber die Lungenvenen in das linke Herz
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flieRt, versorgt. Zeitgleich hat das Abklemmen der Aorta aber zur Folge, dass dieses Blut aus
der linken Herzkammer nicht mehr abflieen kann, wodurch die Gefahr besteht, dass die linke
Herzkammer sich Uberdehnen konnte. Um dieses zu vermeiden, wird in die linke
Herzkammer ein weiterer Sauger, der sogenannte Linksvent, eingebracht (BAEHNER et al.
2012). Dieser Linksvent (Abbildung 1) wird tber den linken Vorhof im linken Ventrikel
platziert. Uber eine Pumpe wird das Blut des Linksvents in das vendse Reservoir befordert.

Eine weitere Pumpe fordert eine Kardioplegieldsung. Diese Kardioplegielosung kann auch
uber eine Infusion zugefuhrt werden. Anders als die oben genannte Pumpe, fuhrt die Pumpe
der Kardioplegielosung die Flussigkeit dem Herzen zu. Unter einer Kardioplegielésung
versteht man eine Losung, die zu einem diastolischen Herzstillstand fiihrt. Dies wird durch
eine Hyponatriamie verursacht (BAEHNER et al. 2012). Uber einen sogenannten Needle-
Vent (Abbildung 1), welcher in der Aorta ascendens auf der herznahen Seite der
Aortenklemme platziert wird, lauft die Kardioplegielésung in die Herzkranzarterien. Ein
weiterer Needle-Vent saugt nach Passieren des Herzens die Kardioplegielésung wieder ab. Im
zeitlichen Geschehen wird umgehend nach Abklemmen der Aorta die Kardioplegieldsung
verabreicht und somit der Herzstillstand induziert.

In das bereits beschriebene vendse Reservoir flielit ebenso tiber einen Schlauch das Blut eines
Kardiotomiesaugers (Abbildung 1). Der Kardiotomiesauger saugt tberflissiges Blut aus dem

Herzbeutel und dem Operationsfeld der Herzgegend.

Somit flielit zu Beginn der Herz-Lungen-Maschinennutzung das Blut aus den Hohlvenen,
dem Sauger der linken Kammer und bei Bedarf aus dem Kardiotomiesauger ber Schlduche
in das vendse Blutreservoir. Aus dem vendsen Reservoir wird das Blut dann tiber eine weitere
Pumpe in einen Oxygenator weitergeleitet. Dieser eliminiert aus dem vendsen Blut
Kohlenstoffdioxid und reichert das Blut mit Sauerstoff an. Des Weiteren ist an dieser Stelle
ein Warmeaustauscher platziert, der die Thermoregulation des Blutes Gbernimmt. Es wird
eine Hypothermie angestrebt, da dieser Zustand Stoffwechselvorgdnge und somit den
Sauerstoffbedarf herunterreguliert. Dies soll das Auftreten von Ischdmieschaden reduzieren
(BAEHNER et al. 2012).

Nach Passieren dieses Warmeaustauschers wird das nun gefilterte und oxygenierte Blut tber

Schlduche, durch arterielle Filter hindurch, zurlick in die Aorta ascendens gepumpt. Das Blut



wird dem Korperkreislauf Uber die Aortenkanile (Abbildung 1), welche auf der

herzabgewandten Seite der Aortenklemme im Aortenbogen platziert wird, zugefihrt.

Nach Beenden der Operation wird die Aortenklemme entfernt. Die extern bernommene
Pumpleistung wird langsam heruntergefahren, bis das Herz von selbst spontan wieder die
Arbeit aufnimmt. Die Wirkung des Heparins wird mit dem Antidot Protamin aufgehoben
(BAEHNER et al. 2012).

Aortenkaniile
in den Aortenbogen
mit arteriellem Blut

Aortenklemme

Kaniile durch den —= - =3 : > . Kardiotomie-
rechten Vorhof in die . — sauger

Vena cava (vendses
But)

Needle- Vent

in Aortenwurzel

- iber 1lauft die
Kardioplegielosung ein
- iiber 2. wird die Losung Linksvent
abgesaugt saugt Blut iiber den linken

Vorhof aus dem linken Ventrikel

Abbildung 1: Position der Zugange fir die Herz-Lungen-Maschine am Herzen eines Schweines.
Diese Abbildung zeigt die chirurgischen Eingriffe am Herzen fir den Anschluss einer Herz-Lungen-Maschine
und die Position der dafur bendtigten chirurgischen Instrumente. Nach Erdffnen des Brustkorbes wird dieser mit
einem Rippenspreizer offen gehalten und das Herz kann wie unter 2.1.1 beschrieben mit der Herz-Lungen-

Maschine verbunden werden.



Pumpe Pumpe fiir Pumpe fiir Pumpe fiir
in Oxygenator Linksventsauger Kardiotomiesauger Kardioplegielosung

/N ?‘

Vendses Reservoir

Oxygenator + Erwdrmer
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Abbildung 2: Aufbau der Herz-Lungen-Maschine und Anschluss an das Versuchstier.

Diese Abbildung zeigt die einzelnen Bestandteile der Herz-Lungen-Maschine. Es sind die vier verschiedenen
Pumpen, sowie das vendse Reservoir, der Oxygenator mit dem Warmeaustauscher und dem arteriellen Filter zu
erkennen. Des Weiteren sieht man die Schlduche fir den Abtransport des vendsen Blutes und den Schlauch fir
die Zufuhr von gefiltertem arteriellem Blut.
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Abbildung 3: Schematischer Aufbau der Herz-Lungen-Maschine.

In dieser Abbildung wird schematisch der Aufbau einer Herz-Lungen-Maschine und die verschiedenen
Flussrichtungen des Blutes veranschaulicht. Die Pfeile in roter Farbe stellen den Flussweg zum Herzen bzw. in
den Korperkreislauf dar. Die blauen Pfeile zeigen den Blutfluss vom Herzen weg, in das Reservoir der Herz-
Lungen-Maschine. Modifiziert nach BAEHNER et al. (2012).



2.1.2 Indikation und Einsatzbereich fir die Herz-Lungen-Maschine

2.1.2.1 Geschichte und Indikationen der HLM in der Humanmedizin

HESSEL (2014) beschrieb die Geschichte der HLM von Beginn an, als Dr.Gibbon 1930 die
Idee zur Entwicklung einer HLM hatte. Diese Idee kam ihm aufgrund einer misslungenen
Behandlung einer zyanotischen Patientin. 9 Jahre spater war die Entwicklung seiner HLM
abgeschlossen und er konnte den ersten Test an einer Katze durchfiihren. Erst 22 Jahre spéter
war die HLM soweit ausgereift, dass er sie an einem Menschen einsetzte und erfolgreich
einen Atriumseptumdefekt operierte. Nach einer Weiterentwicklung von C.Walton Lillehei
und der Universitdt Minnesota, wurde die HLM erst ab 1955 offiziell fiir die Korrektur
angeborener Herzfehler, wie dem Ventrikelseptumdefekt, dem atrioventrikuldren
Septumdefekt und der Fallot’schen Tetralogien, verwendet. Ab den 60er Jahren war es dann
aufgrund der Etablierung der Hypothermie auch mdglich, Sauglinge und Kleinkinder zu
operieren. Die HLM wurde ab da fir Herztransplantationen und den Koronararterienbypass
verwendet. AuRerdem konnten auch erworbene Herzerkrankungen, beispielsweise durch die
Erfindung und den Einsatz von synthetischen Herzklappen, behandelt werden. In den 70er
Jahren ermdglichten neue Operationsmethoden noch bessere Voraussetzungen fir die
Operationen von S&auglingen mit einem persistierenden Ductus arteriosus oder mit einer
Transposition der grolRen GefaRe. 1982 fand die erste Transplantation eines kinstlichen
Herzens statt. Der Patient Uberlebte den operativen Eingriff, verstarb jedoch spéter. In den
darauf folgenden Jahren wurde die HLM auch fir Eingriffe an der Aorta, fur den Austausch
von Aortenklappen und zur Behandlung von Mitralklappeninsuffizienzen bzw. deren
Rekonstruktionen verwendet (HESSEL 2014). Ein weiterer Einsatzbereich der HLM ist die
Transplantation von Lungen (MOHITE et al. 2016).

2.1.2.2 Indikation der HLM in der Tiermedizin

In der Veterindrmedizin ist die Heilung von angeborenen Herzfehlern, besonders bei
Haustieren wie Hund und Katze, von Interesse. PELOSI et al. (2013) hoben hervor, dass die
Variabilitat der Rassen und deren extreme GrofRenunterschiede den Gebrauch einer HLM
erschweren. Die vielen anatomischen Unterschiede stellen eine Herausforderung dar. Die bei
Hunden am haufigsten auftretenden operablen Herzerkrankungen sind
Mitralklappenerkrankung und Ventrikelseptumdefekte (SHIMAMURA et al. 2006). Seltener
hingegen sind ein zweikammeriger rechter Ventrikel (MARTIN et al. 2002) und die
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Fallot’'sche Tetralogie (ORTON et al. 2001). 80% der Hunde mit einer
Mitralklappeninsuffizienz kdnnen medikamentos nicht ausreichend behandelt werden, sodass
ein chirurgischer Eingriff zum Ersatz oder zur Rekonstruktion der Mitralklappen von No6ten
ist (UECHI 2012). Bei Hunden, die an einer Mitralklappeninsuffizienz leiden, kann durch
eine Operation mit einer HLM ein kongestives Herzversagen behoben und die
Mitralklappeninsuffizienz erfolgreich therapiert werden (GRIFFITHS et al. 2004, UECHI et
al. 2012). YAMANO et al. (2011) und SHIMAMURA et al. (2006) operierten mit Hilfe einer
HLM erfolgreich Ventrikelseptumdefekte, Mitral- und Triskuspidalklappeninsuffizienzen.
ORTON et al. (2001) hoben hervor, dass eine erfolgreiche Operation mit Einsatz einer HLM
die Defekte der Fallot’schen Tetralogien therapieren und eine klinische Verbesserung erzielen
kann. Ebenso kann eine Operation des rechten Doppelausstromventrikels bei Hunden zu einer
klinischen Verbesserung fiihren (MARTIN et al. 2002). Auch bei einer Katze konnte gezeigt
werden, dass eine Vorhofscheidewanddefekt-Operation unter Verwendung einer HLM
postoperativ zu einer klinischen Verbesserung und zu einem Leben ohne Medikamente flihren
kann (UECHI et al. 2011).

2.1.3 Komplikationen und Auswirkungen der Herz-Lungen-Maschine

Im Zusammenhang mit HLM-Operationen kann es zu systemischen Entziindungsreaktionen
sowie zu Ischamie- und Reperfusionsschdden kommen. Diese haben hdufig eine postoperative
Fehlfunktion der Lunge oder gar ein Lungenversagen zur Folge. In einer retrospektiven Studie
mit 5798 Patienten, die auf Komplikationen nach HLM-Einsatz untersucht wurden, erlitten
9,1% der Patienten ein respiratorisches Versagen mit einer sich daraus entwickelten Mortalitat
von 155 % (FILSOUFI et al. 2008). JI et al. (2013) postulierten hingegen, dass in einer
Studie mit 2056 Patienten nur 6,96% postoperative Lungenkomplikationen entwickelten.
Diese Komplikationen fiihrten aber nicht zum Tod. ALWAQFI et al. (2012) zeigten in einer
retrospektiven Studie mit 1046 Patienten, dass 3,6% der Patienten nach einer HLM an einer
Pneumonie erkrankten. CARVALHO et al. (2008) unterteilten mdgliche Ursachen fiir die
Fehlfunktionen der Lunge in HLM-bedingte und HLM-unabhéngige Faktoren. Zu den HLM-
unabhangigen Ursachen gehodren das Eréffnen des Brustkorbes und der Pleura. Zu den HLM-
bedingten Ursachen werden der Kontakt des Blutes mit korperfremden Oberflachen, die

Hypothermie, die Ischamie, die Gabe von Heparin und Protamin sowie die fehlende
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Ventilation der Lunge gezahlt. Die durch die HLM verursachte Ischamie der Lunge und des
Herzens flhrt zu einem Energiemangel. Es kommt intrazelluldr zu einem Mangel an ATP,
dabei fallen lonentransporter aus und Odeme konnen entstehen. Dies kann zum Platzen von
Zellen fihren und den Zelltod einleiten. Durch den Ausfall der lonentransporter steigt auch
Kalzium intrazellular an. Dies kann eine Umwandlung der Xanthindehydrogenase zu
Xanthinoxidase zur Folge haben. Kommt es zu einer Reperfusion des Gewebes, metabolisiert
die Xanthinoxidase unter Freigabe von Sauerstoff Hypoxathin, dabei entstehen freie
Sauerstoffradikale (ROS). Die ROS induzieren Zellschdden und machen die GefaRe
permeabel. Es entstehen sogenannte Ischamie- und Reperfusionsschaden und folglich kénnen
Nekrosen und Apoptosen des Lungengewebes auftreten (FERRARI et al. 2015). Die
Fehlfunktionen der Lunge spiegeln sich in einem verminderten Gasaustausch und einer
verschlechterten Lungenmechanik wieder. Es kommt zu einer erhohten Alveolo-arteriellen
Sauerstoffdruckdifferenz und zu einer Zunahme an intrapulmonalen Shunts. Hierbei flieft das
Blut durch die Alveolarwénde, wird aber aufgrund fehlender Ventilation nicht oxygeniert.
Alveolen kollabieren und Sekrete werden nicht mehr aus der Lunge abtransportiert.
Auftretende Entziindungsgeschehen flihren zu permeablen Gefaen, Makrophagen,
neutrophile Granulozyten und entziindungsférdernde Zytokine werden frei. Histologisch kann
man ein vermehrtes Auftreten von neutrophilen Granulozyten, Erythrozyten und ein
generelles Entziindungsgeschehen verzeichnen. Dies begiinstigt die Entstehung von
Lungenddemen. Die Compliance der Lunge nimmt ab und der pulmonale GefalRwiderstand
steigt an. Bei Neugeborenen kann es zu einer Veranderung der Surfactantfunktion kommen.
(NG et al. 2002, YOUNG 2014, CARVALHO et al. 2008, TAPURIA et al. 2008).

Zu Beginn einer HLM muss das Schlauchsystem mit einer Elektrolytlosung gefillt werden.
Kleine Mengen werden toleriert, zu groBe Mengen koénnen zur Blutverdiinnung und Anédmie
fuhren und damit Organschéden induzieren (ESPER et al. 2014). Auf der einen Seite kdnnen
die Pumpen der HLM die Blutbestandteile schadigen und eine Hdmolyse mit sich ziehen, auf
der anderen Seite kann durch den Kontakt des Blutes mit kinstlichen Oberflachen das
Gerinnungssystem aktiviert werden, das Blut koaguliert und Thromben kdénnen entstehen
(BAEHNER et al. 2012).
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2.2 Moglichkeiten zur Protektion der Lunge

Im Folgenden werden verschiedene auf das Lungengewebe protektiv wirkende Malinahmen
wéhrend einer HLM né&her betrachtet. Diese lassen sich in pharmakologische, technische und

perioperative Malinahmen unterteilen.

2.2.1 Medikamentose Protektion der Lunge
2.2.1.1 Minocyclin

Minocyclin ist ein bakteriostatisch wirkendes, halbsynthetisches Breitbandantibiotikum. Es
handelt sich um ein Tetracyclin der 2. Generation (ULGEN et al. 2011, JORDAN et al. 2007).
Es ist in der Lage eine intakte Blut-Hirnschranke zu passieren (COLOVIC et al. 2003). Seine
bis zu 24-stundige Halbwertszeit ermdglicht ein langes Verweilen im Korper (FAGAN et al.
2010). Es wird als Antibiotikum fur verschiedene Infektionskrankheiten, wie Akne,
Harnréhrenentziindung und Geschlechtskrankheiten eingesetzt (JORDAN et al. 2007).
Minocyclin kann nicht nur als Antibiotikum bakteriostatisch wirken, sondern durch

verschiedene Mechanismen auch zellprotektive Wirkungen entfalten.

Minocyclin wirkt antiinflammatorisch, indem es die Produktion von entziindungsfordernden
Mediatoren wie Prostaglandin E2 und Cyclooxygenase-2 verringert (KIM et al. 2004).
Minocyclin hat antioxidative Wirkungen, indem es mit Hilfe seines Phenolringes freie
Sauerstoffradikale bindet und somit Zellschdden verhindern kann (KRAUS et al. 2005).
Minocyclin schitzt die Zellmembranen, indem es den Abbau von extrazellularer Matrix durch
die Hemmung von Matrixmetalloproteinasen (MMP) verhindert. Die MMPs werden nicht
aktiviert, weil Minocyclin in der Lage ist, das zur MMP-Aktivierung benétigte Zink zu binden
(MACHADO et al. 2006).

Eine weitere wichtige Eigenschaft des Minocyclins ist seine antiapoptotische Wirkung. Diese
ist in Abbildung 4 aufgefiihrt. Zytotoxisch wirkende Nitritoxide aktivieren die
Phosphorylierung von MAP-Kinase (MAPK). Diese wiederrum induzieren eine
Apoptosekaskade. Minocyclin ist durch die Hemmung der Stickstoffmonoxide (NO) und
durch die Hemmung der Stickstoffmonoxidsynthase (iNOS) zum einen in der Lage die
Induktion der Apoptosekaskade zu verhindern, zum anderen kann es zu einer Abnahme der
zytotoxisch wirkenden Stickstoffmonooxide fuhren (LIN et al. 2001, KIM et al. 2004; LEE et
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al. 2004). Generell kdnnen Stickstoffmonoxide auch protektiv wirken, da sie bei Inhalation
die GeféalRe der Lunge dilatieren und die Oxygenierung verbessern (COSA und COSTA 2016).
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Abbildung 4: Wirkungsmechanismen von Minocyclin. Schwarze Pfeile demonstrieren eine
Aktivierung, rote Pfeile zeigen eine Hemmung. Die Stellen, an denen die in dieser Arbeit verwendeten

Antikdrper wirken, sind in kursiv geschrieben.

DNA-Schaden, beispielsweise durch NO oder ROS versursacht, aktivieren die Zelltod- und
Entzlindung-induzierende Poly (ADP-Ribose) Polymerase (PARP). Die PARP-Aktivitat kann
durch Minocyclin direkt blockiert werden. Auf diese Art und Weise wirkt Minocyclin sowohl
antiinflammatorisch als auch antiapoptotisch (ALANO et al. 2006). Weiterhin hemmt
Minocyclin die Apoptose-induzierende Cytochrom C-Freisetzung aus dem Mitochondrium
ins Zytosol und die direkt apoptotisch wirkende Caspase 3-Aktivierung (ZHU et al. 2002).
Apoptosen koénnen auch aufgrund eines Energiemangels einer Zelle ausgelést werden. Ein
Mangel an ATP hat einen intrazelluldren Calciumanstieg zur Folge. Dieser Calciumanstieg

fihrt aufgrund einer Aktivierung von Proteasen zu Apoptose-induzierenden Zellschaden
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(LIPTON 1999). Minocyclin blockiert im Gehirn diese Calciuminonenkanale und kann damit
eine Calciumuberladung verhindern. Es entstehen keine Zellschdden und folglich wird keine
Apoptoseeinleitung angeregt (GONZALEZ et al. 2007). Ein weiterer Mechanismus des
Minocyclins um eine Apoptose zu verhindern, ist die Produktionshemmung von TNFa
(HUANG et al. 2010, LEE et al.2004).

Neuste Forschungsergebnisse zeigten, dass Minocyclin Einfluss auf die HIF-1a-Expression
hat. Minocyclin kann die HIF-1a-Expression und die damit einhergehende Angionese in
Ovartumoren vermindern und ist somit in der Lage ein Tumorwachstum zu minimieren
(ATAIE-KACHOIE et al. 2015).

2.2.1.2 Pharmakologische Alternativen zu Minocyclin

LIGUORI et al. (2014) teilten protektiv wirkende Medikamente in Verbindung mit der HLM
in 3 Gruppen auf. An der Lunge zeigten die gefdlaktiven und die antiinflammatorisch
wirkenden Medikamente einen Einfluss. Die dritte Gruppe der Koagulation-beeinflussenden

Medikamente, zeigten keinen direkten Einfluss auf die Lunge.

Zu den an vasodilatatorisch wirkenden Medikamenten zahlte Sildenafil, Prostacyclin und
Milrinon. Sildenafil war in der Lage eine Erhohung des Druckes in der Pulmonalarterie und
eine Fehlfunktion des Lungenendothels zu verhindern, den Blutfluss sowie die
Sauerstoffanreicherung des Gewebes nach der HLM zu verbessern (AUBIN et al. 2008). Die
prophylaktische Inhalation von Prostacyclin  kann ebenfalls Fehlfunktionen des
Lungenendothels reduzieren und damit eine HLM-induzierte pulmonale Hypertension
verhindern (FORTIER et al. 2004). Auch Milrinone hat eine protektive Wirkung auf das
pulmonale Endothel. Es relaxiert die Pulmonalarterien und fuhrt zu einer verbesserten
Sauerstoffanreicherung nach HLM (LAMARCHE et al. 2005).

Antiinflammatorische und antiapoptotische Wirkung zeigte die Inhalation von
Kohlenmonoxid. TNFa, Interleukin 6 und die Caspase 3-Aktivitdten wurden gehemmt. Eine
Kombination von einer Kohlenmonoxidinhalation mit einer Perfusion der Lunge kann ein
Entzlindungs- und Apoptosegeschehen vermeiden (GOEBEL et al. 2008). WAKAYAMA et
al. (2007) und ANDO et al. (2008) zeigten, dass Sivelestat, ein neutrophiler Elastasehemmer,
die Oxygenierung und den Blutstrom der Lunge sichert. Es reduziert histopathologisch

sichtbare Lungenschéaden und fuhrt zu einer Abnahme von ddematdsen Alveolarsepten und zu
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einer geringeren neutrophilen Granulozyten Infiltration. RAHMAN et al. (2000) konnte
zeigen, dass Aprotinin Reperfusionsschaden an der Lunge nach HLM-Einsatz reduzierte,
indem es die Leukozytenaktivitat herabsetzte und die durch Zytokin induzierte Entziindung

verminderte.

2.2.2 Technische und perioperative MaRnahmen zur Protektion der Lunge

Es gibt neben der medikamentdsen Protektion verschiedene perioperative Mechanismen, die
die Lunge wahrend einer HLM-Operation schitzen. Die Beatmung der Lunge wéhrend einer
HLM kann Gewebeschaden minimieren. DAVOUDI et al. (2010) postulierten, dass eine
Ventilation der Lunge mit einem geringen Atemzugvolumen die Sauerstoffversorgung und
die Lungenmechanik verbesserte. REIS MIRANDA et al. (2005) konnten zeigen, dass eine
druckkontrollierte Ventilation direkt nach Intubation zu einer Abnahme von IL-8 und IL-10
und damit zu einer Abnahme der Entziindungsreaktion fiihrte. Ein Beatmungsmanagement der
Lunge wéhrend einer HLM mit einem PEEP von 10 cmH,O, einem geringem
Atemzugvolumen, hohen FiO,-Leveln und Recruitmentmandvern verbessert die
Oxygenierung und reduziert Atelektasen (FERRANDO et al. 2015). Ein weiterer protektiver
Mechanismus ist eine kontinuierliche Perfusion der Lunge mit oxygeniertem Blut oder
antiinflammatorisch wirkenden Ld&sungen, wie Aprotonin oder Phosphatpuffern. Dabel
flieRen die Flussigkeiten Uber eine Kandle in die Pulmonalarterie (MACEDO et al. 2013, LIU
et al. 2000). Dies kann Lungen- sowie Ischamie- und Reperfusionsschaden vorbeugen
(CARVALHO et al. 2008). Eine Kombination von Ventilation und Perfusion der Lunge
vermindert den pulmonalen GefélRwiderstand, fuhrt zu einer geringeren Mangeldurchblutung
und den damit einhergehenden Ischdmie- und Reperfusionsschédden. AufRerdem nehmen
Lungenddeme und Atelektasen ab, es kommt zu einem verbesserten Gasaustausch und die
Dehnbarkeit der Lunge bleibt erhalten (MACEDO et al. 2013).

APOSTOLAKIS et al. (2010) fassten verschiedene perioperative Schutzmalinahmen der
Lunge zusammen. Durch den Kontakt des Blutes mit kiinstlichen, nicht gefaliahnlichen
Oberflachen kommt es zu einer Aktivierung von Entziindungsmediatoren und -kaskaden. Dies
kann durch heparinbeschichtete Oberflachen vermieden werden. Es kommt zur Abnahme des
pulmonalen GeféBwiderstandes und zu einer verbesserten Lungenfunktion (VROEGE et al.
2004). Eine Ultrafiltration des Blutes fiihrt zu einer Stabilisierung des Hamatokrits. Das

sichert die Sauerstoffversorgung und verhindert Lungenédeme. Es eliminiert
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Entzindungszellen, die Gefalle werden weniger permeabel und die Lungenfunktion bleibt
erhalten (HUANG et al. 2003). SHEPPARD et al. (2004) zeigten, dass eine
Leukozytendepletion den Erhalt der Lungenfunktion unterstitzen konnte. Patienten, deren
Blut einer Leukozytendepletion unterzogen wurde, hatten weniger Lungenwasser, zeigten
eine bessere Oxygenierung und mussten nach der Operation klrzer beatmet werden. DE
AMORIM et al. (2014) hingegen beschrieben, dass eine Leukozytendepletion zwar zu einer
Abnahme des entzliindungsvermittelnden Interleukins 10 (IL-10) fihrte, aber vor

Lungenschaden nur kurzzeitig schutzte.

Eine weitere protektiv wirkende Malnahme ist, die HLM mdglichst physiologischen
Gegebenheiten anzupassen. Daflr wurde ein pulsatiler Blutfluss, der dem Puls &hnlich sein
soll, etabliert. O'NEIL et al. (2012) verglichen einen pulsatilen Blutfluss mit einem nicht
pulsatilen Blutfluss wahrend einer HLM. Die Ergebnisse zeigten, dass unter pulsatilen Fluss
die Mikrogefale besser durchblutet wurden und die Leukozytenadhdsion sowie die
Laktatwerte im Vergleich zur nicht pulsatilen Gruppe geringer waren. Der pulsatile Blutfluss
schonte die Mikrozirklulation und schwéchte damit die systemische Entziindungsreaktion ab.
VOSS et al. (2010) hingegen postulierten in ihrer Studie, dass es keine Vorteile durch einen
pulsatilen Blutfluss gab. Es konnten keine Verbesserungen in dem Entziindungsgeschehen
festgestellt werden, sodass geschlussfolgert wurde, dass ein pulsatiler Blutfluss bei kurzen
HLM-Operationen unnotig sei. SIEPE et al. (2008) verglichen die Auswirkungen einer
pulsatilen und einer nicht pulsatilen Perfusion an der Lunge. Die Perfusion wurde mit Hilfe
einer Rollerpumpe, welche 20% des systemischen Blutflusses Uber eine Aortenkanile in die
Pulmonalarterie pumpte, durchgefuhrt. Dies fiihrte zum Ergebnis, dass die pulsatile Perfusion
der Lunge die Caspase 3-Aktivitat, die Expression von IL-6 und die Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren reduzierte. Generell kam es durch die Perfusion der Lunge wahrend
einer HLM zur Abnahme des Entziindungsgeschehens und zur Reduktion der Apoptose, bei
pulsatilen Blutfluss war dies jedoch besonders deutlich. Auch andere Organe, wie Niere und
Gehirn, profitierten von einem pulsatilen Blutfluss, da die Pulsation eine verbesserte
Organdurchblutung erzielte und damit den Erhalt der Organfunktionen bewirkte (PRESTA et
al. 2009, WANG et al. 2010, SALAMEH et al. 2015°). Generell konnte die Pulsation

postoperativ verbesserte Operationsergebnisse erzielen (TEMAN et al. 2014).
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2.3 Durch eine HLM beeinflussbare Faktoren

Durch den Einsatz einer HLM kann es zu Ischdmien und Apoptosen kommen. Diese kdnnen
durch Hypoxie oder oxidativen Stress bedingt sein. AIF, PARP und die Caspase 3 kdnnen
eine Apoptose induzieren (RAMLAWI et al. 2006). In dieser Arbeit war der apoptotische
Einfluss der HLM auf das Lungengewebe von Interesse, sodass AIF, PAR und die Cleaved
Caspase 3 als Indikatoren flr ein apoptotisches Geschehen untersucht wurden. Weiter sollte
untersucht werden, ob die HLM ein entzundliches Geschehen am Lungengewebe bedingt.
GAO et al. (2015) beschrieben, dass TNFa nach HLM-Einsatz erhéht und bei HLM-
induzierten Lungenentziindungen vermehrt prasent ist. Ein weiterer Fokus lag auf dem
Einfluss der HLM auf die Sauerstoffversorgung des Lungengewebes. MEHLHORN et al.
(2003) zeigten, dass Nitrotyrosin als ein Marker fur oxidativen Stress verwendet werden kann.
FANDREY (2007) hoben hervor, dass HIF-1 nur unter hypoxischen Bedingungen im
Zellkern présent ist. Aus diesen Grinden wurden auch TNFa, Nitrotyrosin und HIF-1 zur

immunhistochemischen Untersuchung der Proben gewéhlt.

2.3.1 Apoptose-induzierender Faktor (AlIF)

Der Apoptose-induzierende Faktor (AIF) ist eine NADH-abhéngige Oxidoreduktase, die in
dem Intermembranraum des Mitochondriums lokalisiert ist. Unter physiologischen
Bedingungen fungiert er als NADH-Oxidase im Mitochondrium und ist an der oxidativen
Phosphorylierung beteiligt (VIRAG et al. 2013, SEVRIOUKOVA 2011). Verschiedene
apoptotische Stimuli 16sen eine Reaktion des AlFs aus. Eine Theorie ist, dass DNA-Schaden
PARP aktivieren PAR zu synthetisieren. PAR wird ins Zytoplasma entlassen und stimuliert
die Freisetzung von AIF aus dem Mitochondrium (VIRAG et al. 2013). AIF wandert aus dem
Intermembranraum des Mitochondriums aus und es folgt eine Akkumulation des AlFs im
Zellkern. AIF leitet eine Caspase-unabhéngige Apoptose ein, indem er im Zellkern eine
Chromatinkondensation und einen DNA-Abbau auslést (SEVRIOUKOVA 2011).
RAMLAWI et al. (2006) zeigten, dass AIF nach Gebrauch der HLM aufgrund von Ischdmie
und Reperfusion ansteigt. In diesem Experiment dient AIF als Marker flr den programmierten

Zelltod auf Caspase-unabhéngigem Weg.
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2.3.2 Hypoxie-induzierter Faktor 1 (HIF-1)

Der Hypoxie-induzierte Faktor-1 (HIF-1) ist ein Transkriptionsfaktor, welcher aus einer HIF-
1 o und einer HIF-1 B Einheit besteht und bei Hypoxie aktiv wird (HEINICKE 2002). HIF-1 a
wird kontinuierlich produziert. Die Untereinheit HIF-1 a ist vom Sauerstoffpartialdruck (pO2)
abhidngig, die B-Untereinheit hingegen nicht. Ist das Sauerstoffangebot hoch, so wird HIF-1 a
durch Hydroxylierung von Prolinen abgebaut. Liegt eine Hypoxie und somit ein
Sauerstoffmangel vor ist die Enzymaktivitat der Hydroxylasen (3- Prolylhydroxylase und 1-
Aspargininhydroxylase) gesenkt, sodass HIF-1 a nicht abgebaut wird. HIF-1 a ist nun in der
Lage sich anzuhdufen und in den Zellkern einzuwandern (FANDREY 2007). Im Zellkern
bildet sich ein Komplex aus der a und B-Einheit und aktiviert zur Verbesserung der
Sauerstoffversorgung den vaskuldren endothelialen Wachstumsfaktor. Damit kommt es zur
Angiogenese und Vaskularisierung. AuBerdem wird die Erythropoese durch Aktivierung des
Erythropoetins angeregt. Des Weiteren wird der Gefalitonus veréndert und die anaerobe
Glykolyse angeregt (HEINICKE 2002). SHIMODA und SEMENZA (2011) fassten die
Wirkung von HIF-1 an der Lunge zusammen. Sie flhrten auf, dass HIF-1 einen wichtigen
Teil zur embryonalen Lungenentwicklung beitragt. Es verbessert die Angiogenese in der
Lunge sowie die Lungenverzweigung. Zusammenfassend kann man sagen, dass HIF-1 bei
hypoxischen Zustdnden als Startinitiator zu einer verbesserten Sauerstoffversorgung des
Organismus fiihrt. Da HIF-1 nur unter hypoxischen Zustdnden im Zellkern nachweisbar ist,

diente HIF-1 als Hypoxieindikator.

2.3.3 Poly (ADP) Ribose (PAR)

Die Poly (ADP) Ribose (PAR) ist ein Endprodukt der Poly (ADP Ribose) Polymerase
(PARP). PARP kann durch Sauerstoffradikale oder DNA-Schaden aktiviert werden. Bei
leichten DNA-Schaden dient PARP als Reparaturprotein und beseitigt die DNA-Schéaden
(GARCIA und CONDE 2015, LOVE et al. 1999). VIRAG et al. (2013) beschreiben drei
verschiedene Wege von PARP Apoptose und Nekroptose zu induzieren. Liegen starker
oxidativer oder nitrosativer Stress sowie DNA-Strangbriiche vor, so synthetisiert PARP unter
NAD"-Verbrauch PAR. Bei zu hohem Stimulus von PARP durch massive DNA-Schéden
kann es zur Uberreaktion kommen. Dabei wird zu viel NAD" bei der PAR-Synthese und

zeitgleich zu viel ATP aufgrund der Neusynthese von NAD™ verbraucht. Dies fiihrt aufgrund
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eines Energiemangels zum Zelltod bzw. Nekrose der betroffenen Zelle. Als weiterer Weg
wird das sogenannte ,,Parthanatos* beschrieben. Hierbei verlédsst das synthetisierte PAR den
Zellkern, geht in das Cytoplasma und stimuliert am Mitochondrium die AIF Freisetzungen.
AIF wandert in den Zellkern ein und leitet dort die Apoptose ein. Der dritte Weg geht tber die
Stimulation des programmierten Zelltods durch MAP-Kinasen und die Inhibierung von
Uberlebenskinasen. Somit spielt PARP und sein Syntheseprodukt PAR eine wichtige Rolle im
programmierten Zelltod. PAR wird im Rahmen dieser Dissertation als Marker fiur den Zelltod,
aber auch als Zeichen fiir DNA-Schaden sowie die eventuelle Présenz von oxidativen bzw.

nitrosativen Stress genutzt.

2.3.4 Cleaved Caspase 3

Cleaved Caspase 3 ist eine Cystein-Protease, die den programmierten Zelltod initiiert
(CAKIR et al. 2011). Die Caspase 3 kann auf verschiedenen Wegen aktiviert werden. Zum
einen kann es durch die Abgabe von Cytochrom C aus dem Mitochondrium aktiviert werden.
Cytochrom C wird beispielsweise bei Schaden am Mitochondrium in Form von Defekten an
der Permeabilitats-Transitions-Pore oder bei Verlust des Membranpotenzials frei (PORTER
und JANICKE 1999). KURIBAYASHI et al. (2014) beschreiben diesen Weg als eine
intrinsische Aktivierung. Cytochrom C aktiviert einen Komplex aus Caspase 9 und dem
Apoptose-aktivierenden Faktor-1 (APAF-1), welcher wiederum die Caspase 3 aktiviert
(PORTER und JANICKE 1999.) Zum anderen beschreiben KURIBAYASHI et al. (2014) und
DEMEDTS et al. (2006) einen extrinsichen Weg, der Cytochrom C unabhéngig ist. Hierbei
aktiviert TNFa einen todinduzierenden Komplex, welcher zur Umwandlung der Pro-Caspase
8 zu Caspase 8 fiihrt. Die Caspase 8 wiederum aktiviert dann die Caspase 3. DEMEDTS et al.
(2006) schildern eine dritte Moglichkeit der Caspase 3-Aktivierung. Hierbei wird Caspase 3
direkt Gber Granzyme B und Perforine, welche von zytotoxischen T-Zellen freigegeben
werden, aktiviert. Caspase 3 induziert direkt die Apoptose durch Chromatinkondensation und
DNA-Fragmentation sowie durch Blaschenbildung in Zellen (PORTER und JANICKE 1999).
Darlber hinaus spaltet es das DNA-Reparatur-Gen PARP (KURIBAYASHI et al. 2014). Die

Caspase 3 dient in dieser Dissertation als Marker fiir den programmierten Zelltod.
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2.3.5 Nitrotyrosin

Nitrotyrosin ist ein Marker fir nitrosativen Stress. Kommt es zur vermehrten Produktion von
Stickstoffmonoxid (NO), reagiert dieses mit einem Superoxidanion zu Peroxinitrit. Das
Nitrogendioxidradikal des Peroxinitrits wiederrum reagiert mit dem Tyrosinrest der
Aminosdaure Tyrosin. Dabei entsteht Nitrotyrosin (SUGIURA und ICHINOSE 2011). Die
Produktion von Nitrotyrosinriickstanden dient als Marker flr oxidativen Stress (GOW et al.
2004) und als Zeichen fir die Produktion von Peryoxynitrit und anderen nitrosativen
Stressoren (FRANCO und ESTEVEZ 2014). Oxidative Schaden reichen um einen Zelltod
bzw. Apoptose und Autophagie auszuldsen. Nitrotyrosin kommt bei Entziindungen, aber auch
bei Ischdmie- und Reperfusionsschaden vor (FRANCO und ESTEVEZ 2014). SUGIURA und
ICHINOSE (2011) beschrieben, dass nitrosativer Stress zu Entziindungen und Veranderungen
des Lungengewebes fuhren kann. Des Weiteren legten sie dar, dass Peryoxinitrit ein
oxidierender Agens ist und zu Gewebsschaden und Apoptoseinduktion fihrt.

2.3.6 Tumornekrosefaktor a (TNFa)

Bei dem Tumornekrosefaktor a (TNFa) handelt es sich um ein Zytokin. Es ist beteiligt bei
Entzindungen, bei der humoralen Immunantwort sowie bei der Organentwicklung von
lymphoidem Gewebe. TNFo flihrt zur Differenzierung von T-Zellen und erhoht die
Phagozytosefahigkeit von Makrophagen. Des Weiteren stimuliert es Chemokine und fungiert
als Entzindungsmediator, indem es die Zytokinproduktion und die Expression von
Adhasionsmolekilen aktiviert (HEHLGANS et al. 2005). Eine weitere wichtige und fur diese
Studie bedeutende Eigenschaft von TNFa ist die Apoptoseinduktion. TNFa bindet an den
Tumornekrosefaktorrezeptor 1. Dies setzt eine Spaltung von Caspase 8 in Gang, welche
wiederrum die Caspase 3 aktiviert. Die Caspase 3 induziert dann die Apoptose (DEMEDTS et
al. 2006). TNFa dient als Marker fiir die Apoptose und die Entziindung.
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2.4  Das Schwein als Versuchsmodell fur den Menschen

Schweine werden immer h&ufiger als Versuchstiere eingesetzt. In der Nicht-Nager-Spezies ist
das Schwein eine gute Alternative zu Hund und Affe. Dabei kann man zwischen
konventionell gehaltenen Schweinen und apathogen geziichteten Schweinen wahlen.
Minischweine werden aufgrund ihrer geringen KdorpergroRe und ihrem leichtem Handling
h&ufig als Versuchstiere verwendet (SWINDLE et al. 2012). Schweine sind intelligente Tiere
mit gutem Erinnerungsvermdgen (SMITH et al. 2006). LIND et al. (2007) beschrieben, dass
Schweine sich gut trainieren lassen und folglich leicht im Umgang sind. Daher werden sie
gerne flr neurowissenschaftliche Tests eingesetzt. Schweine werden auch in anderen Studien
verwendet, da sie standardisiert geziichtet werden kénnen und ihr Gesundheitsstatus gut
kontrollierbar ist (HEINING et al. 2016). Ein weiterer Vorteil der Spezies Schwein ist ihr
Reproduktionszyklus. Sie werden friih geschlechtsreif, der Trachtigkeitszeitraum betragt 116
Tage und sie kénnen das ganze Jahr befruchtet werden. Dies fiihrt in einer kurzen Zeit zu
vielen Nachkommen. Diese Eigenschaft ist fur embryonale und fetale Toxizitatsstudien von
Nutzen (SWINDLE et al. 2012, MEURENS et al. 2012). lhr gleichmé&fR3iges Wachstum und
ihre konstante Gewichtszunahme ermoglichen standardisierte Vergleiche der Tiere
untereinander (HEINING et al. 2016). Der Hauptgrund, warum das Schwein gerne als
Tiermodell verwendet wird, ist seine anatomische und physiologische Ahnlichkeit zum
Menschen. GROENEN et al. (2012) fanden heraus, dass die menschliche Proteinsequenz dem
Schwein &hnlich ist. Eine physiologische Gemeinsamkeit besteht darin, dass das Schwein,
genau wie der Mensch, ein Monogastrier und ein Allesfresser ist (SWINDLE et al. 2012).
Anatomische Ahnlichkeiten zeigen sich beispielsweise bei der kaum behaarten und
unpigmentierten Haut, sodass das Schwein fiir dermatoxikologische Studien verwendet
werden kann (MAHL et al. 2006). Das Schwein ermdoglicht aufgrund seiner Grolie viele
medizinische Eingriffe, wie die Katheterisierung, Herz-Operationen, Endoskopien und
Bronchoskopien. Dieses ist bei anderen Tierarten aufgrund der GroRenverhaltnisse schwer zu
verwirklichen (MEURENS et al. 2012). Das Handorf Minischwein eignet sich besonders gut
fur den menschlichen Vergleich, da es mit 6-8 Monaten die gleiche Organgrolie wie ein
erwachsener Mensch hat. Das Wachstum des kardiovaskuldren Systems entspricht, von
Geburt an bis zum 5. Monat, dem eines heranwachsenden Jugendlichen. Aus diesem Grund
wird das Schwein oft fur Implantationsstudien verwendet (SWINDLE et al. 2012).
LELOVAS et al. (2014) verglich die Gemeinsamkeiten zwischen Schwein und Mensch am
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Herzen. Die Mitralklappen von Schweinen dhneln der des Menschen in Bezug auf GroRe,
Klappensegel und Anordnung der Chordae tendineae (LOMHOLT et al. 2002).Weitere
anatomische Ahnlichkeiten bestehen bei der Lunge. Die linke Seite der Lunge besteht genau
wie beim Menschen aus einem cranialen und einem caudalen Lobus. Die rechte Seite besteht
beim Menschen aus 3 Lobi, wohingegen es beim Schwein 4 Lobi sind (NAKAKUKI 1994,
JUDGE et al. 2014). KOTOULAS et al. (2014) empfehlen das Schwein als ein ideales
Tiermodell fur bronchiale Zirkulationsstudien, da der Ursprung, der Verlauf und die
Verzweigungen der Bronchialarterien der des Menschen entsprechen. Ein weiterer Vorteil fur
diese Zirkulationsstudien ist, dass die Arteria broncho-oesophagea beim Schwein leicht zu
praparieren ist, da sie als ein einzelnes Gefal} der Aorta entspringt. ROGERS et al. (2008)
beschrieben, dass Schweine deren Gene so veréndert wurden, dass sie nach der Geburt eine
zystische Fibrose entwickelten, die gleichen Organveranderungen wie Neugeborene zeigten.
Damit wurde das Schwein als ein Versuchstiermodell fur die Forschung an zystischer Fibrose

etabliert.
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2.5 Das Ferkelmodell

Die in dieser Arbeit untersuchten Proben stammten aus einer Versuchsreihe, in der die
protektiven Wirkungen einer Minocyclingabe und eines pulsatilen Blutflusses unter Einsatz
einer HLM analysiert wurden. Das Regierungsprasidium Leipzig, Baustrale 2, 04013
Leipzig, Referat 24 genehmigte die Durchfiihrung der Versuche am Herzzentrum Leipzig,
Strimpellstr. 39 in 04289 Leipzig unter W 05/11 und W 05/12.

2.5.1 Versuchsaufbau

Der Versuchsaufbau richtete sich nach GERDOM (2014), DHEIN et al. (2015), SALAMEH
etal. (2015% und nach SALAMEH et al. (2015").

2.5.1.1 Versuchsgruppen

Es wurden insgesamt 39 vier Wochen alte Angler Sattelschweinferkel, die zwischen 8 und
15kg wogen, verwendet. In der Kontrolle+Minocyclin-Gruppe konnte ein Tier nicht
ausgewertet werden, weil dieses durch eine GefaRverletzung verstorben war. In der HLM-
Gruppe wurden 9 Tiere aufgrund der Komplexitat und Schwere der Operation verwendet. Die
HLM+Minocyclin-Gruppe  untersuchte das Verhalten von Minocyclin  in  der
Primingflussigkeit wahrend der HLM. Da hier kein negativer Effekt gesehen wurde, sind aus
Tierschutzgriinden nur 6 Tiere verwendet worden. Damit ergab sich eine Gesamtzahl von 38
ausgewerteten Tieren. In Tabelle 1 ist die Aufteilung der Versuchsgruppen aufgelistet. Sie
zeigt einen Uberblick (iber die Anzahl der Schweine der jeweiligen Gruppen. AuRerdem wird
verdeutlicht, welche Gruppen Minocyclin erhalten haben und welche an die Herz-Lungen-
Maschine mit normalen und welche an die Herz-Lungen-Maschine mit pulsatilen Blutfluss

angeschlossen wurden.
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Tabelle 1: Ubersicht liber die Versuchsgruppen. Adaptiert von GERDOM (2014), DHEIN et al. (2015),
SALAMEH et al. (2015%) und SALAMEH et al. (2015").

Anschluss an Gabe von Blutfluss Anzahl
Gruppe HLM Minocyclin pulsatil ausgewerteter
Schweine

1.Kontrolle 8
2.Kontrolle +

: : X 7
Minocyclin
3.Herz-Lungen-

: X 9

Maschine
4. Herz-Lungen-
Maschine + X X 6
Minocyclin
5. Herz-Lungen-
Maschine pulsatiler X X 8

Blutfluss

23



2.5.1.2 Operationsverlauf

Der Operationsverlauf richtete sich nach GERDOM (2014), DHEIN et al. (2015), SALAMEH
et al. (2015% und nach SALAMEH et al. (2015). In diesem Versuch gab es fiinf verschiedene
Gruppen von Ferkeln (Tabelle 1).

Die Kontroll-Gruppe bestand aus 8 Schweinen. Daneben gab es eine weitere Kontrollgruppe,
die sog. ,,Kontrolle+Minocyclin-Gruppe®. Die Schweine der beiden Kontrollgruppen wurden
240 Minuten lang andasthesiert und thorakotomiert. Die Schweine der ,,Kontrolle+Minocyclin-
Gruppe* erhielten das Medikament Minocyclin zu Narkosebeginn und erneut nach weiteren
150 Minuten. Minocyclin wurde bei der ersten Injektion intravends mit 4mg/kg in 10ml 0,9%
Natriumchlorid (NaCl) gel6st, verabreicht. Bei der erneuten Gabe wurde das Minocyclin mit
2mg/kg, welches in 0,9% NaCl gel6st war, dosiert. Nach der 4-stiindigen Narkose wurde

diese vertieft und die Schweine wurden durch Entbluten getdtet.

Die Narkosepramedikation der Tiere erfolgte mit Midazolam (0,5mg/kg KM) intramuskul&r
und Atropinsulfat (0,03mg/kg KM) intramuskulér. Zur Narkoseeinleitung wurde
Ketaminhydrochlorid (15-20mg/kg KM) intramuskulér appliziert. Zusétzlich wurde zur
Analgesie Metamizol-Natrium (50mg/kg KM) intravends verabreicht. Nach erfolgter
Intubation erhielten die Tiere eine Inhalationsnarkose mit Isofluran. Isofluran wurde in der
Anflutungsphase mit ca. 3 Volumenprozent dosiert und zum Narkoseerhalt auf 1,5
Volumenprozent reguliert. Wahrend der 90 Minuten an der HLM wurde keine
Inhalationsnarkose durchgefiihrt. Die Narkose wurde in diesem Zeitraum durch Propofol (25-
35mg/kg KM/h) aufrechterhalten. Als Muskelrelaxans wurde Pancuronium (0,2 mg/kg KM)
verwendet. Die Tiere wurden wahrend des ganzen Versuches mit Sufentanil (0,5-2pg/kg KM)

analgesiert.

Die drei weiteren Gruppen wurden alle an die Herz-Lungen-Maschine (HLM) angeschlossen.
Eine ,,HLM-Gruppe* mit 9 Schweinen wurde an eine Herz- Lungen- Maschine mit laminarem
Blutfluss angeschlossen. Die ,,HLM+Minocyclin-Gruppe® mit 6 Schweinen wurde ebenfalls
an die Herz-Lungen-Maschine mit laminarem Blutfluss angeschlossen. Diese Gruppe erhielt
zusétzlich das Medikament Minocyclin. Der zeitliche Operationsverlauf ist in Abbildung 5 zu
sehen. Zu Versuchsbeginn erhielt die ,,HLM-+Minocyclin-Gruppe® die erste Dosis Minocyclin
von 4mg/kg, gelost in 10ml 0,9% NaCl. Die ,,HLM-Gruppe* erhielt zeitgleich 10ml 0,9%

NaCl. Die Tiere wurden narkotisiert und an die Herz-Lungen-Maschine angeschlossen. Nach
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30 Minuten wurde die Aorta abgeklemmt. Es wurde eine Kardioplegieldsung in die
Koronararterien eingegeben und das Herz kam zum Stillstand. Die Herz-Lungen-Maschine
wurde gestartet. Der Korper wurde mit Hilfe eines Warmeaustauschers in einen hypothermen
Zustand Uberfihrt und auf 28°C heruntergekihlt. Nach ca. 70 Minuten wurde die
Korpertemperatur langsam wieder auf 37°C erhéht. Nach 90 Minuten an der Herz-Lungen-
Maschine wurde die Aortenklemme entfernt, sodass erneut Blut in das Herz flieRen konnte.
Es folgte die Reperfusionszeit. Wenige Minuten nach Entfernung der Aortenklemme begann
das Herz selbststandig zu schlagen. Nach weiteren 30 Minuten wurde die Herz-Lungen-
Maschine abgestellt. Zu diesem Zeitpunkt erhielt die ,,HLM+Minocyclin-Gruppe“ eine
weitere Minocyclingabe mit der Dosis von 2mg/kg in 10ml NaCl gelost. Die ,,HLM-Gruppe*
erhielt erneut 10 ml 0,9% NaCl. Es folgte eine 90-miniitige Rekonvaleszenzzeit. Nach

insgesamt 240 Minuten wurden die Tiere durch Entbluten getdtet.

Die funfte Gruppe, bestehend aus 8 Schweinen, wurde an eine Herz-Lungen-Maschine
angeschlossen, welche mit einem pulsatilen Blutfluss gefahren wurde. Die ,,Pulsatile-HLM-
Gruppe* unterlag dem gleichen zeitlichen Versuchsablauf wie die HLM-Gruppe. Dabei wurde
ein Puls von 100 Schlagen pro Minute, eine Pulsbreite von 50%, ein Basisfluss von 30% und

ein pulsatiler Fluss von 70% eingestelt.
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Abbildung 5: Zeitlicher Ablauf des Versuches. Modifiziert nach GERDOM (2014), DHEIN et al. (2015),
SALAMEH et al. (2015%), SALAMEH et al. (2015").
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2.5.1.3 Beatmungsparameter

Die Schweine aller Versuchsgruppen wurden mit dem Narkosegerat beatmet. Die Einstellung
des Beatmungsgerates orientierte sich an der Blutgasanalyse des exspiratorischen CO»-
Wertes. Dieser wurde immer zwischen 40 und 45mmHg gehalten. Die Beatmung wurde
druckkontrolliert als kontinuierliche Uberdruckbeatmung (CPPV: continual positive pressure

ventilation) durchgefhrt.
Aus den Narkoseprotokollen wurden folgende Werte fur die Beatmungsparameter erhoben.

Das Verhaltnis der Inspirationszeit zur Exspirationszeit lag bei 1:1,5. Die Zufuhr der Luft
wurde auf 1,5 Litern pro Minute und die Isofluranzufuhr auf 1,5 Volumenprozent reguliert.
Der positive endexspiratorische Druck (PEEP) lag zwischen 2 und 4mbar. Der Inspirations-
Spitzendruck (PIP) lag maximal bei 34mbar, im Mittelwert bei 22mbar. Die Atemfrequenz
(AF) variierte je Schwein zwischen 16 und 33 Atemziige pro Minute. Das Atemzugvolumen
wurde mit 10ml/kg Korpermasse eingestellt. Die inspiratorische Sauerstoffkonzentration
(Fi0O,) lag im Mittelwert bei 56%.

2.5.1.4 Probenentnahme und Probenbearbeitung

Bei der Probenentnahme wurden Gewebsproben und Blutproben genommen. Die vendsen
Blutproben wurden zu Beginn des Versuches zum Zeitpunkt 0 sowie direkt nach dem
Abklemmen der Aorta nach 90 Minuten entnommen. Die dritte Blutprobe wurde kurz vor
dem Tod des Tieres in der 240. Minute gewonnen. Die Blutproben wurden mittels
Blutgasanalyse untersucht. Direkt nach dem Tod wurden die Gewebsproben aus der Lunge

entnommen und wie unter 3.3.3.1 beschrieben verarbeitet.

Die histologischen Proben wurden aus der rechten Lunge auf der ventralen Seite des Lobus
medius und des Lobus caudalis dexter entnommen. Dabei wurden die Lungenbiopsien zuerst
in 0,9% isotonischer Kochsalzldsung gewaschen und dann direkt in 4% Formalinlésung (nach
Lillie) eingelegt. AnschlieRend kamen die Proben in Einbettungskassetten und tiber Nacht in
den Einbettautomaten. Sie wurden von dort in eine Paraffinwanne tberfuhrt. Das Préaparat
wurde aus der Einbettungskassette genommen und in eine EdelstahlgieRform gelegt. Diese
wurde mit flussigem Paraffin gefullt und mit der Einbettungskassette verschlossen. Im

Anschluss wurden die Préparate auf einer -14°C kalten Kuhlplatte gekdihlt.
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2.5.1.5 Analyse von Parametern

2.5.1.5.1 Blutgasanalysen

Mit Hilfe eines Blutgasanalysegerdtes wurde die Sauerstoffsattigung (SO;) ermittelt. Die
Werte der arteriellen Sauerstoffsattigung sind aus einem bereits vertffentlichten Artikel der
gemeinsamen Arbeitsgruppe (SALAMEH et al. 2015%. Die in der vorliegenden Arbeit
untersuchten Proben stammten von diesen Tieren. Die arterielle Sauerstoffsattigung zeigte

keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen. Sie lag im Durchschnitt bei 99%.

Tabelle 2: Ergebnisse der Blutgasanalyse fur die arterielle Sauerstoffsattigung in % (SALAMEH et al.
20159%).

Gruppe Zeitpunkt Arterielle O, Sattigung (%)
Kontrolle 0 99,3+0.3
Kontrolle 240° 99,1+0.5
Kontrolle +Mino 0 99,940.1
Kontrolle +Mino 240° 99,0+0.3
HLM 0 99,6+0.3
HLM 240 97,5+0.7
HLM +Mino 0 99,5+0.3
HLM +Mino 240° 99,0+0.5

Tabelle 3: Noch nicht veroffentlichte Ergebnisse der Blutgasanalyse fur die arterielle Sauerstoffsattigung
in % (SALAMEH et al. 2015%).

Pulsatile HLM 0 98,2+1,8

Pulsatile HLM 2407 99,7+0,2
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2.5.1.5.2 Hochleistungsflussigkeitschromatographie (HPLC)

Mit Hilfe einer HPLC werden einzelne Substanzen voneinander getrennt. So ermdglicht die
HPLC beispielsweise aus Gewebeproben ATP-, ADP- und AMP-Werte zu ermitteln. Bei der
HPLC unterscheidet man eine mobile und eine stationdre Phase. Die mobile Phase ist ein
Laufmittel, in das 20ul der aufgearbeiteten Organlésungen gegeben wird. In diesem
Experiment erfolgte die Herstellung der Organldsung, indem Organproben in 5ml 0,4M
Perchlorsdaure und danach in 0,8ml 0,2M Kaliumhydroxid bei 4°C mit 3000g 10 Minuten lang
zentrifugiert wurden. Fir die mobile Phase wurde Tetrabutylammoniumhydrogensulfat
eingesetzt. Als stationdre Phase wurde Kieselgel verwendet. Die mobile Phase durchlief die
stationédre Phase mit einer Durchflussgeschwindigkeit von 1ml pro Minute. Als Retentionszeit
bezeichnet man dabei die unterschiedliche Verweildauer der Substanzen in der stationéren
Phase. Diese Retentionszeit wurde fir jede Substanz individuell gemessen. Es wurden
Standardkurven angefertigt, anhand derer die Werte der HPLC ausgewertet wurden
(GERDOM 2014). Durch dieses Verfahren wurden aus dem Lungengewebe ATP- ADP- und
AMP-Werte ermittelt. Die Ergebnisse der HPLC-Untersuchung des Lungengewebes wurden
zur Verfugung gestellt und sind im Anhang (vgl. 9.8) aufgelistet.
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3 Material und Methoden

3.1 Proben und Datenmaterial

Die in dieser Arbeit untersuchten Proben stammten aus dem unter 2.5 beschriebenem
Tierversuch von GERDOM (2014), DHEIN et al. (2015), SALAMEH et al. (2015% und
SALAMEH et al. (2015°). Bei dem Probenmaterial handelte es sich um in Paraffinblécke
eingebettete Biopsien der Lunge von der ventralen Seite des Lobus medius und Lobus
caudalis dexter. Diese Lungenproben wurde von jedem Schwein aus den in Tabelle 1
beschrieben Gruppen entnommen. Aus diesem Versuch wurden auBerdem die Daten aus den
Narkoseprotokollen fur paO,, FiO, und die Ergebnisse der HPLC-Untersuchung des
Lungengewebes fur ATP, ADP und AMP zur Verfligung gestellt.

3.2 Materialien

3.2.1 Geréte fur die Probenbearbeitung

Gerate Hersteller

Kihlplatte COP 30 Medite GmbH, Burgdorf , D
Mikrotomklingen S22 Feather Safety Razor CO, Osaka , Japan
Objekttréger Glaswarenfabrik Karl Hecht, Sondheim, D
Objekttragerhalter Wagner& Munz, Minchen, D
Paraffinstreckbad Medax Gmbh und Co. Kg, Kiel, D
Schlittenmikrotom HM 400 Microm Interntional Walldorf GmbH, D
Trockenschrank Modell 400 Memmert GmbH und Co.Kg, Schwabach, D
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3.2.2 Primarantikorper fur die Immunhistochemie

Primarantikérper Hersteller Verdinnung
AIF (H-300) sc 5586 Santa Cruz Biotechnology 1:50
Lot #J1012 Inc. Heidelberg, D

Rabbit polyclonal 1gG 200ug/ml

Cleaved Caspase 3 D 175 Cell Signaling Technology 1:200
Rabbit Antibody # 9661 L New England Biolabs GmbH

Lot. 43 Ref 10/2014 Frankfurt am Main, D

HIF-1 a (H-206) sc- 10790 Santa Cruz Biotechnology 1:100
Lot #J3112 Inc. Heidelberg, D

Rabbit polyclonal 1gG 200ug/ml

Mouse anti Human Poly (ADP- | BIO RAD Laboratories 1:300
Ribose) 1gG ; MCA 1480 Minchen, D

Monoclonaler Antikorper

Anti Nitrotyrosin Cat. # 06- Millipore , Temecula 1:500
284 Kalifornien USA

Lot# 2154194 polyclonal

Antibody

TNFa ( N-19) sc — 1350 Santa Cruz Biotechnology 1:100

Lot # C1615 goat polyclonal 1gG

Inc. Heidelberg, D

31




3.2.3 Sekundarantikorper fur die Immunhistochemie

Sekundarantikdrper

Hersteller

Verdinnung

Goat Anti Rabbit IgG
Peroxidase # A 0545

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH Taufkirchen, D

1:200 (HIF-1a, AlF,
Cleaved Caspase 3,
Nitrotyrosin)

Goat Anti Mouse IgG # A 4416
Peroxidase Conjugate

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH Taufkirchen, D

1:200 (PAR)

Rabbit Anti Goat 1gG
Peroxidase # A 5420

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH Taufkirchen, D

1:200 (TNFa)
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3.2.4 Gebrauchslésungen fur die Immunhistochemie

Zur Herstellung von:

Bendtigte Chemikalien

0,01 M Natrium-Citrat (pH= 6,0)

1,47 g Natriumcitrat- Dihydrat (10 mM) +
500 ml destilliertes H,O

0,1 M HCL 0,83 ml rauchende HCL auf 100 ml
destilliertes H,O

0,1 M NaOH 0,49 NaOH auf 100 ml destilliertes H,O

1MHCL 8,3 ml rauchende HCL auf 100 ml
destilliertes H,O

1 M NaOH 4g NaOH auf 100 ml destilliertes H,O

2% BSA in TBS

1g BSA auf 50 ml 1XTBS

4% Milchpulver in TBS

4g Milchpulver auf 100 ml 1XTBS

Methanolische Wasserstoffperoxid Ldsung

60% Methanol + 40% 1x TBS + 240 u 30%
H20,

Scottpuffer (pH=8,0)

2g Natriumhydrogencarbonat+
20 g Magnesiumsulfat- Heptahydrat
auf 1 Liter destilliertes H,O

Tris Buffered Saline (TBS) 10-fach ( pH=
7,4)

1,5M NaCl +0,5M Tris HCL +
1000ml destilliertes H,O

TRIS- EDTA (pH=9)

1,21 g Tris + 0,37 g EDTA
auf 1000ml destilliertes H»,O
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3.2.5 Gebrauchslésungen fur die Histologie

Zur Herstellung von:

Bendtigte Chemikalien

100 ml 0,1% Salzséure

0,82 ml 37% Salzsaure + 99,18 ml Wasser

500 ml Ethanol 96%:

480 ml Ethanol +20 ml Aqua dest.

500 ml Ethanol 70%:

350 ml Ethanol +150 ml Aqua dest.

500 ml Ethanol 50%

250 ml Ethanol +250 ml Aqua dest.

500 ml Eosin G, 0,25 %

0,159 Eosin G + 500ml dH,0

3.2.6 Chemikalien fur die Histologie

Chemikalie

Hersteller

AEC+ High Sensitivity Substrate Chromogen

Dako, Carpinteria, CA USA

Bovines Serum Albumin

Cell Signaling Technology,New England
Biolabs GmbH, Frankfurt am Main, D

Destilliertes Wasser

Water putification System Millipore,
Schwalbach, D

Entellan

Merck KGaA , Darmstadt, D

Eosin G-Losung 0,5% waéssrig

Carl Roth GmbH&Co.KG , Karlsruhe,D

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

Carl Roth GmbH&Co.KG , Karlsruhe, D

Ethylenediamine-Tetraacetic Acid (EDTA)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Taufkirchen, D

Glycergel Mounting Medium

Dako, Carpinteria, CA USA
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Hé&malaunldsung sauer nach Mayer

Dr.K. Hollborn & S6hne, Leipzig, D

Magnesiumsulfat- Heptahydrat

Merck KGaA , Darmstadt, D

Methanol >99%, zur Synthese

Carl Roth GmbH&Co.KG , Karlsruhe, D

Magermilchpulver

Heirler Cenovis GmbH, Radolfzell, D

Nagellack durchsichtig

Rival de Loop, Berlin, D

Natriumchlorid ®>99,5 %, p.a. ACS, ISO

Carl Roth GmbH&Co.KG , Karlsruhe, D

Natriumcitrat — Dihydrat >99%,p.a., ACS

Carl Roth GmbH&Co.KG , Karlsruhe, D

Natriumhydrogencarbonat >99% Ph.Eur., reinst

Carl Roth GmbH&Co.KG , Karlsruhe, D

Salzsaure rauchend 37 % ROTIPURAN® p.a.,

ACS, ISO

Carl Roth GmbH&Co0.KG , Karlsruhe, D

TRIS PUFFERAN®>99%, Ultra Qualitit

Carl Roth GmbH&Co.KG , Karlsruhe, D

Tris-hydrochlorid PUFFERAN®>99%, p.a

Carl Roth GmbH&Co.KG , Karlsruhe, D

Wasserstoffperoxid 30% Ph.Eur., stabilisiert

Carl Roth GmbH&Co.KG , Karlsruhe, D

Xylol (Isomere) >98 %, rein fir die Histologie

Carl Roth GmbH&Co.KG , Karlsruhe, D
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3.2.7 Gerate fur die Histologie

Gerat

Hersteller

Destillierer

Water putification System Millipore Schwalbach, D

Digitalthermometer: Lab Thermometer
IP 65 (LT 101)

TFA Dostmann Gmbh &Co. KG ,Wertheim, D

Food Steamer Multiquick (Dampfgarer)

Braun Household, Neu-Isenburg, D

Hotplate Stirrer Model L -81

Labinco, Breda, Niederlande

InoLab Labor-ph-Meter

WTW Wissenschaftlich-Technische Werkstatten
GmbH, Weilheim, D

Laborwaage

Faust Laborbedarf AG, Schaffhausen, D

Mini- Zentrifuge Sprout

Karl Hecht GmbH &Co0.KG, Sondheim v.d.Rhon, D

Pipette 10

Eppendorf Research ,Hamburg, D

Pipette 2,5

Eppendorf Research, Hamburg, D

Pipette 200- 1000

Carl Roth GmbH&Co.KG , Karlsruhe, D

Pipette 50-200

Carl Roth GmbH&Co.KG , Karlsruhe, D
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3.2.8 Materialien fur die Histologie

Material

Hersteller

Auslageschale mit Deckel ( feuchte Kammer)
Melamin 1402

Waca Kunststoffwarenfabrik, Halver, D

Deckglaser 18x18 mm

Heinz Herenz, Hamburg, Deutschland

Deckgléser 24x24 mm

Carl Roth GmbH&Co.KG , Karlsruhe, D

Eppendorf Tubes 2,0 ml

Eppendorf, Hamburg, D

Hellendahl-Farbekasten fir 8 Objekttrager
mit Deckel , Glas

Dr.llona Schubert Laborfachhandel, Leipzig, D

Pap Pen (Fettstift)

Kister Biotech GmbH &Co.Kg, Steinfurt, D

Papierhandtiicher

Kleenex + Kimberly Clark GmbH, Koblenz, D

Pipettenspitzen gelb Type E (1l -200ul)

Dr.llona Schubert Laborfachhandel, Leipzig, D

Pipettenspitzen blau Typ E (100 ul -1000 pul)

Dr.llona Schubert Laborfachhandel, Leipzig, D

Pipettenspitzen kristall Typ lang

Dr.llona Schubert Laborfachhandel, Leipzig, D

(0,5 pl -20 pl)
Reaktionsgefal 0,5 ml Sarstedt, Numbrecht, D
Reaktionsgefal 1,5 ml Greiner Bio- One GmbH, Frickenhausen, D
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3.2.9 Gerdate zur Erstellung histologischer Aufnahmen

Gerate

Hersteller

Mikroskop Imager. M1

Carl Zeiss Microscopy GmbH Jena, D

Kamera AxioCam Mrch

Carl Zeiss Microscopy GmbH Jena, D

3.2.10 Programme zur Auswertung der histologischen Aufnahmen und zur

Anfertigung der Statistik

Gerate

Hersteller

Software Zen 2011 (blue edition)

Carl Zeiss Microscopy GmbH Jena, D

Image J

Wayne Rasband, National Institute of Mental
Health, Bethesda, USA

Microsoft Excel 2010

Microsoft Corporation, Redmond, USA

Systat 13

Systat Software GmbH, Erkrath,D
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3.3 Methoden

pa02

3.3.1 Berechnung des Quotienten: ——

Die Werte fiir paO, und FiO, wurden aus den Narkoseprotokollen (vgl. 2.5) ibernommen.

Aus den erhobenen Sauerstoffpartialdruckparametern und den FiO,-Werten wurde folgender

. . pa02
Quotient berechnet: Tioa"

ATP

3.3.2 Berechnung des Quotienten: ADPEAMP

Aus den zur Verfiigung gestellten und noch nicht veréffentlichten Daten der HPLC-
Untersuchung (vgl. 2.5.1.5.2 und 9.8) wurden die Ergebnisse fur ATP, ADP und AMP

ATP

ermittelt und folgender Quotient errechnet: :
ADP+AMP
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3.3.3 Histologie

3.3.3.1 Vorbereitung der Proben fir die Histologie

Zum Anfertigen der histologischen Schnitte wurden die ausgehérteten Paraffinblécke auf eine
-14°C kalte Kuhlplatte gelegt. Aus den Paraffinblocken wurde mit Hilfe des
Schlittenmikrotoms 2um dicke Schnitte angefertigt. Diese wurden in ein Paraffinstreckbad
gelegt und auf einen Objekttrdger gezogen. Die Objekttrdger wurden dann in einem
Objekttragerhalter fir ca. 2 Stunden bei 60°C in einen Trockenschrank gestellt.

3.3.3.2 Hamalaun-Eosin-Farbung

Es wurde eine Hamatoxylin-Eosin-Farbung zur Untersuchung der Alveolarsepten sowie zum
Nachweis von neutrophilen Granulozyten angefertigt. Hdmatoxylin farbt Nukleinsauren und
somit die Zellkerne blau an. Eosin hingegen farbt Proteine im Zytoplasma, sowie
extrazellulare Substanzen pink an (FISCHER et al. 2008).

Zur Entparaffinierung der Gewebsproben wurden die Objekttrager einmal 10 Minuten und
einmal 3 Minuten in Xylol gestellt. Danach kamen die Proben fir jeweils 3 Minuten in eine
absteigende Ethanolreihe, beginnend mit 100% Ethanol und anschlieBend, 96%, 70% und
50% Ethanol. Danach wurden sie 2 Minuten in destilliertem Wasser gewaschen. Die
Kernfarbung fand 10 Minuten lang im Hamalaun nach Mayer statt. Zum Blauen der Kerne
wurden die Proben 15 Minuten lang in Leitungswasser gewaschen. Anschliefend wurden sie
10 Minuten lang in 0,1% Salzséure gespilt. Die Farbung des Zytoplasmas erfolgte 10
Minuten lang in 0,25% Eosin G. Danach wurden die Proben 1 Minute in destilliertem Wasser
gewaschen und es folgte die Dehydration der Schnitte mittels einer aufsteigenden
Ethanolreihe (70%, 96%, 100%). Abschlielend wurden die Schnitte zweimal jeweils 3
Minuten in Xylol gereinigt. Die Proben wurden mit Hilfe von Entellan eingedeckelt und die

uberflissigen Entellanreste wurden mit Xylol entfernt.
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3.3.3.3 Immunhistochemie

Im Rahmen dieser Arbeit wurden sechs verschiedene immunhistochemische Farbungen

angefertigt. Die einzelnen verwendeten Antikdrper sind unter 2.3 néher beschrieben.

Der Apoptose-induzierende Faktor (AIF) dient als Marker flr den programmierten Zelltod auf
Caspase-unabhangigem Weg. AIF ist im Zellkern nachweisbar. Die Antikorper-positiven
Zellkerne farben sich unter AEC Einsatz rot an. Auch der Hypoxie-induzierte Faktor 1 (HIF-
1) ist unter hypoxischen Zustdnden im Zellkern lokalisiert und dient somit als
Hypoxieindikator. Die Poly (ADP) Ribose (PAR) wird als Marker fir den Zelltod, aber auch
als Zeichen fiir DNA-Schéden sowie die eventuelle Prasenz von oxidativen bzw. nitrosativen
Stress genutzt. PAR ist im Zellkern und im Zytosol lokalisiert. Die Cleaved Caspase 3 ist
ebenfalls im Zellkern nachweisbar und dient als Indikator fir den programmierten Zelltod.
Bei dem Tumornekrosefaktor a (TNFa) handelt es sich um ein Apoptose-induzierendes
Zytokin, welches sich bei Présenz im Zytoplasma rot anféarbt. Nitrotyrosin, welches im
Zytoplasma lokalisiert ist, ist ein Marker fir nitrosativen Stress.

3.3.3.3.1 Durchfuihrung der Protokolle von AlF, HIF-1, PAR, Cleaved Caspase 3

Als erstes wurden die Proben mit Hilfe von Xylol dreimal 10 Minuten lang entparaffiniert.
AnschlieBend wurden sie in einer absteigenden Alkoholreihe mit den Konzentrationen von
100%, 96% und 70% rehydriert und danach 5 Minuten in destilliertem Wasser gewaschen.
Dann wurden die Proben 10 Minuten lang in eine TRIS-gepufferte Kochsalzlosung (TBS)
uberfuhrt. Diese hatte den pH von 7,4. Bei der AlF-, HIF-1- und PAR-Farbung erfolgte die
Demaskierung der Antigene durch die Weiterverarbeitung der Proben in 0,01M Natriumcitrat.
Der Natriumcitratpuffer wurde mit einem pH von 6 in einem Dampfgarer auf die Temperatur
von 98°C erhitzt. Die Objekttrdger kamen dann 30 Minuten in die im Dampfgarer stehende
Kivette. Mit Hilfe eines Thermometers wurde kontrolliert, dass die Temperatur konstant tber
98°C war. Dann wurden sie noch weitere 15 Minuten bei Raumtemperatur abgekihlt. Bei der
Cleaved Caspase 3-Farbung wurde ein TRIS-EDTA-Puffer mit einem pH von 9 verwendet.
Die Kochzeit sowie die Dauer des Abkihlens betrugen hierbei je 30 Minuten. AnschlieRend
wurden die Proben erneut dreimal fiir je 5 Minuten in TBS gewaschen. Das Blocken der

endogenen Peroxidase wurde 60 Minuten lang mit einer Lésung aus 60% Methanol, 40%
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TBS und 0,1% H,0, durchgefuhrt. Die Proben wurden anschlieRend wieder dreimal fiir je 5
Minuten in TBS gewaschen. Mit Hilfe eines Fettstiftes wurden die Proben umrandet, sodass
2% Bovines Serum Albumin (BSA), welches in TBS geldst war, auf die Proben aufgetragen
werden konnte. Bei Raumtemperatur wirkte dies in einer feuchten Kammer 1 Stunde ein.
Nach dem Einwirken und dem damit einhergehenden Blocken von unspezifischen
Bindungsstellen wurde der Primarantikorper aufgebracht. Dieser wurde in einer 2% BSA in
TBS Lo6sung verdinnt und tber Nacht in einer feuchten Kammer bei 4°C im Kuihlschrank

gelagert. Die Konzentrationen der Primérantikorper sind in 3.2.2 aufgefihrt.

Am néchsten Tag wurde die feuchte Kammer 30 Minuten lang bei Raumtemperatur erwarmt.
Die Proben wurden dann dreimal 5 Minuten lang in TBS gewaschen. Der Sekundéarantikdrper
wurde in 2% BSA in TBS verdinnt und fiir 60 Minuten bei Raumtemperatur in der feuchten
Kammer aufgetragen. Die jeweiligen Konzentrationen sind in 3.2.3 zusammengefasst.
AnschlieRend wurden die Proben dreimal 5 Minuten lang in TBS gewaschen. Danach wurde
eine 3 Amino-9-Ethylcarbazol (AEC)-Lésung zum Anférben der markierten Proteine
aufgetragen. Bei den AIF-, HIF-1-, PAR- und Cleaved Caspase 3-Farbungen betrugen die
Einwirkungszeit ca. 20 Minuten. Zwei weitere Waschungen mit je 5 Minuten, bei der Cleaved
Caspase 3-Farbung mit je 3 Minuten, in TBS folgten. Dann erfolgte eine Kerngegenfarbung
mithilfe von Hamalaun nach Mayer. Diese Kerngegenfarbung wurde bei den AlF, HIF-1- und
Cleaved Caspase 3-Farbungen 2 Sekunden lang durchgefuhrt. Bei der PAR-Farbung betrug
die Einwirkungszeit eine Minute. Die Proben wurden in einen Scottpuffer (pH 8) uberfuhrt
und fiir 5 Minuten gebl&ut. Bei der AlF- Féarbung erfolgte dieser Schritt 3 Minuten lang unter
flieBendem Leitungswasser. Der Fettstift wurde mit einem Zellstoff entfernt und die Proben
mit Glycerolgelatine eingedeckelt. Zur langeren Haltbarkeit der Schnitte wurden diese mit

einem Nagellack umrandet.
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3.3.3.3.2 Durchfuihrung der Protokolle von TNFa und Nitrotyrosin

Als erstes wurden die Proben mit Hilfe von Xylol dreimal 10 Minuten lang entparaffiniert.
AnschlieBend in einer absteigenden Alkoholreihe mit den Konzentrationen 100%, 96% und
70% rehydriert und danach 5 Minuten in destilliertem Wasser gewaschen. Dann wurden die
Proben 10 Minuten lang in TBS Uberfuhrt. Diese hatte den pH von 7,6. Danach wurden die
Proben mithilfe eines Dampfgarers 30 Minuten lang in einem Tris-EDTA Puffer (pH 9) auf
die Temperatur von 98°C erhitzt. AnschlieBend wurde die erhitzte Kivette noch weitere 15
Minuten bei Raumtemperatur abgekuhlt. Dann wurden die Proben erneut dreimal fir je 5
Minuten in TBS gewaschen. Das Blocken der endogenen Peroxidase wurde 60 Minuten lang
mit einer Losung aus 60% Methanol, 40% TBS und 0,1% H,0, durchgefiihrt. Die Proben
wurden anschliefend wieder dreimal fur je 5 Minuten in TBS gewaschen. Mit Hilfe eines
Fettstiftes wurden die Proben umrandet, sodass bei der Nitrotyrosinfarbung 4% getrocknetes
Milchpulver, welches in TBS gel6st war, auf die Proben aufgetragen werden konnte. Bei der
TNFa-Farbung wurde BSA verwendet. Bei Raumtemperatur wirkte dies in einer feuchten
Kammer eine Stunde ein. Nach dem Einwirken und dem damit einhergehenden Blocken von
unspezifischen Bindungsstellen wurde der Primarantikrper aufgebracht. Dieser wurde in
einer 2%BSA in TBS L6sung verdinnt und Gber Nacht in einer feuchten Kammer bei 4°C im

Kihlschrank gelagert. Die Konzentrationen des Primarantikdrpers sind in 3.2.2 zu finden.

Am Folgetag wurden die Proben 30 Minuten bei Raumtemperatur erwérmt. Die Objekttrager
wurden dreimal je 5 Minuten in TBS gewaschen. Der Sekundarantikérper (3.2.3) wurde fir
60 Minuten aufgetragen. AnschlieBend wurden die Proben erneut dreimal je 5 Minuten lang
in TBS gewaschen. Eine Farbreaktion erfolgte mit Hilfe des AECs, welches bei der
Nitrotyrosin- und der TNFa- Férbung 10 Minuten einwirkte. Dann wurden die Proben
zweimal je 3 Minuten in TBS gewaschen. Der Fettstift wurde mit einem Zellstoff entfernt und
die Proben wurden mit Glycerolgelatine eingedeckelt. AbschlieBend wurden die
uberschussigen Gylcerolgelatinereste mit warmem Wasser entfernt und die Deckgléser mit

Nagellack umrandet.
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3.3.3.4 Dokumentation der histologischen Préaparate

Die angefertigten histologischen Farbungen wurden mit dem Mikroskop lichtmikroskopisch
untersucht und mit Hilfe einer Kamera abfotografiert. Es wurde das Objektiv EC Plan N 80
Fluar 40X/0,75 verwendet. Zur Erstellung und Bearbeitung der Bilder sowie das Einfiigen der

MaRbalken wurde die Software Zen 2011 verwendet.

Die ,,Regions of Interest“ (ROIs) wurden an 15 verschiedenen, Uber das ganze Préparat
verteilten Lokalisationen gewéhlt. Es wurden nur Bereiche fotografiert, in denen ganze und
aufgespannte Alveolen zu erkennen waren. Alle Bilder wurden in der VergrofRerung 400 x

erstellt.

Bei der HE-Farbung wurden von jedem Schwein jeweils 15 Fotos von den Alveolen erstellt.
Es wurde pro Gruppe eine Anzahl von durchschnittlich 200 Alveolen ausgemessen.

Bei den immunhistochemischen Farbungen (AIF, HIF-1, PAR, Cleaved Caspase 3, TNFa,
Nitrotysrosin) wurden pro Schwein jeweils 15 Fotos von den Alveolen und jeweils 6 Fotos
von den GeféalRen und Bronchien angefertigt. Insgesamt wurden pro Schwein mindestens 1000

Zellen ausgezéhit.
3.3.3.5 Morphometrische Untersuchung der histologischen Praparate

Die HE-gefarbten Praparate wurden mit dem Programm Zen 2011 ausgewertet. Dabei wurde
die Funktion Grafik ,Linie“ benutzt um die Dicke der Alveolarsepten zu messen. Die
Messung wurde an der jeweiligen Alveole immer an der dinnsten Stelle durchgefihrt.
Aulerdem wurden bei dieser Farbung die neutrophilen Granulozyten in den Alveolarsepten
gezahlt. Eine Alveole wurde durch sich angrenzende Alveolarsepten definiert. Das Kriterium
zur Auswahl der Alveolen bestand darin eine doppelte Auswertung eines einzelnen Septums

zu vermeiden. Folglich wurden keine benachbarten Alveolen ausgezahlt.

AIF, HIF-1, Cleaved Caspase 3 und PAR sind im Zellkern lokalisiert. Diese Féarbungen
wurden mit dem Programm Image J ausgewertet. Mit Hilfe des Cell Counters wurden jeweils
die rot angefarbten immunopostiven und die blau angefarbten immunonegativen Zellkerne
pro Alveole gezahlt. Diese Z&hlung wurde ebenso pro Bronchus und Bronchiolus am Epithel
sowie pro Blutgefa? am Endothel durchgefuhrt. Die Anzahl der immunopositiven Zellkerne

wurde ins Verhaltnis zu den immunonegativen Zellkernen gestellt und prozentual angegeben.
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Nitrotyrosin und TNFa sind im Zytoplasma lokalisiert. Fiir diese Farbungen wurde ebenfalls
das Programm Image J verwendet. Die Auswertung wurde Uber das Errechnen von rot

angefarbten (=immunopositiven) Flachen und deren Farbintensitat ermittelt.

3.3.4 Statistik

Alle Ergebnisse wurden in dem Programm ,,Microsoft Excel 2010 dokumentiert. Es wurden

das arithmetische Mittel und der Standardfehler des Mittelwertes (SEM) ermittelt.

Die Statistik wurde mit Hilfe des Programmes ,,Systat 13 errechnet. Dieses Programm
untersuchte die Ergebnisse auf Normalverteilung. Lag eine Normalverteilung vor, so wurde
der Test ,,ANOVA* zur Berechnung der Signifikanz verwendet. Der ,,Post-Hoc-Test / Tukey
HSD* diente zum Vergleich der einzelnen Gruppen miteinander. Der Students gepaarte t-Test
wurde bei PaO, /FiO, und PaO, bei den Zeitpunkten 0. Minute und 240. Minute, zum
Vergleich beider Gruppen miteinander, verwendet. Bei den Ergebnissen von ATP/
ADP+AMP lag keine Normalverteilung vor. Diese Ergebnisse wurden mit dem nicht
parametrischen Kruskal-Wallis-Test ausgewertet. Das Signifikanzniveau wurde bei p < 0,05

festgelegt.

Das Programm ,,Sigma Plot 12.5“ wurde zur Erstellung von Graphen und Diagrammen

verwendet.
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4 Ergebnisse

4.1  Sauerstoffparameter

Der arterielle Sauerstoffpartialdruck (paO;) lag zum Zeitpunkt 240. Minute signifikant
(p<0,05) unter dem Wert Minute 0 und nahm somit im Versuchsverlauf signifikant (p<0,05)
ab.

Tabelle 4: Arterieller Sauerstoffpartialdruck (paO,) in mmHg

Gruppe Zeitpunkt pa0, (MmMHG)
Kontrolle 0 209,88+18,5
Kontrolle 2407 179,76+18 .5
Kontrolle +Mino |0’ 239,2+28,2
Kontrolle +Mino | 240° 171,4+28 9
HLM 0 202,2+19,2
HLM 2407 160,6+17,5
HLM +Mino 0 241,8+14.3
HLM +Mino 240° 215,4+30,3
Pulsatile HLM 0 243,7+8,7
Pulsatile HLM 240° 175,2+17
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Der Quotient aus dem arteriellen Sauerstoffpartialdruck (paO;) geteilt durch die
inspiratorische Sauerstoffkonzentration (FiO;) zeigte in allen Versuchsgruppen zu den
Zeitpunkten Minute 0 und 240. Minute keine signifikanten Unterschiede.

Der gepaarte t-Test zeigte, dass der paO,/ FiO,-Wert zum Ende des Versuches signifikant
(p<0,05) niedriger als zu Beginn des Versuches war. Der pulsatile Blutfluss nahm keinen
Einfluss auf den paO,/ FiO,-Wert. Minocyclin erhéhte wéhrend der HLM den paO,/ FiO,-
Wert geringgradig. Das Signifikanzniveau wurde aber nicht erreicht.
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Abbildung 6: Der Quotient aus dem arteriellen Sauerstoffpartialdruck (paO,) geteilt durch die

inspiratorische Sauerstoffkonzentration (FiO,).
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4.2  Adenosintriphosphat/(Adenosindiphosphat+Adenosinmonophosphat)
ATP /(ADP+AMP).

Die HLM flhrte zu einer Abnahme des ATP /(ADP+AMP)-Gehalt, da die HLM-Gruppe
einen signifikant (p<0,05) niedrigen ATP /(ADP+AMP)-Gehalt als die Kontroll-Gruppe hatte.
Durch die Gabe von Minocyclin konnte dieser Abfall verhindert werden. Auch der pulsatile
Blutfluss der HLM zeigte einen positiven Einfluss: der ATP /(ADP+AMP) Wert lag in der
Pulsatilen-HLM-Gruppe im Vergleich zur HLM-Gruppe signifikant (p<0,05) hoher. Der
pulsatile Blutfluss und die Minocyclingabe fuhrten zu einem signifikanten Anstieg des ATP
/(ADP+AMP)-Wertes im Vergleich zur HLM-Gruppe.
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Abbildung 7: ATP/ (ADP+AMP). * Signifikanz gegentber der Kontroll-Gruppe (p <0,05) # Signifikanz
gegeniber Herz-Lungen-Maschine-Gruppe (p <0,05)
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4.3 Histologie

4.3.1 Durchmesser der Alveolarsepten

Die Dicke der Alveolarsepten wurde in den HE-gefarbten Praparaten gemessen. Die HLM
fihrte zu einer Zunahme der Alveolarseptendicke. Es gab, verglichen mit der Kontroll-
Gruppe, in der HLM-Gruppe eine signifikante Zunahme (p<0,05) der Alveolarseptendicke.
Auch in der Pulsatilen-HLM-Gruppe wies die Lunge signifikant (p<0,05) dickere
Alveolarsepten auf als in der Kontroll-Gruppe. Die Minocyclingabe hingegen fiihrte in der
HLM+Minocyclin-Gruppe, im Vergleich zur HLM-Gruppe, zu signifikant (p<0,05) dinneren

Alveolarsepten.
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Abbildung 8: Durchmesser der Alveolarsepten in den verschiedenen Versuchsgruppen.
* Signifikanz gegeniiber der Kontroll-Gruppe (p < 0,05)  # Signifikanz gegenliber Herz-Lungen-Maschine-

Gruppe (p <0,05)
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Abbildung 9: Histologische Darstellung des Lungengewebes in den verschiedenen Versuchsgruppen. Ein

Beispiel fur ein Alveolarseptum, das vermessen wurde, ist mit einem Pfeil markiert. HE-Farbung.
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pulsatile HLM
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4.3.1.1 Neutrophile Granulozyten

In den HE-gefarbten Praparaten wurde die Anzahl der neutrophilen Granulozyten ermittelt. In
der HLM-Gruppe waren eine signifikant (p<0,05) hohere Anzahl an neutrophilen
Granulozyten nachweisbar als in der Kontroll-Gruppe. Auch die Pulsatile-HLM-Gruppe wies
im Vergleich zu der Kontroll-Gruppe eine signifikant (p<0,05) hoherer Anzahl an
neutrophilen Granulozyten auf, sodass es durch den pulsatilen Blutfluss zur keiner Abnahme
kam. Durch die Gabe von Minocyclin war die Anzahl der neutrophilen Granulozyten

vermindert. Das Signifikanzniveau (p<0,05) wurde aber nicht erreicht.
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Abbildung 10: Anzahl neutrophiler Granulozyten pro Alveole in den verschiedenen Versuchsgruppen.

* Signifikanz gegeniiber der Kontroll-Gruppe (p < 0,05)
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Abbildung 11: Histologische Darstellung des Lungengewebes in den verschiedenen Versuchsgruppen. Ein

Beispiel fur einen ausgezéhlten neutrophilen Granulozyten ist mit einem Pfeil markiert. HE-Farbung.
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4.3.2 Apoptose-induzierender Faktor (AlIF)
Der Apoptose-induzierende Faktor (AIF) wurde in diesem Experiment als Marker fur den
programmierten Zelltod auf Caspase-unabhéngigem Weg genutzt (vgl. 2.3.1). Es wurden alle
rot angefarbten Zellkerne als positiv, alle blau angeféarbten Zellkerne als negativ gewertet.

4.3.2.1 AlFin den Alveolen

Der Anteil der AlF-positiven Zellkerne in den Alveolarsepten war in allen Gruppen
signifikant (p<0,05) hoher als in der Kontroll-Gruppe. Minocyclin und der pulsatile Blutfluss
hatten im Vergleich zur HLM-Gruppe keinen Einfluss auf die Anzahl der AIlF-positiven
Zellkerne. Allerdings erhéhte Minocyclin unter Kontrollbedingungen signifikant den Anteil

AIF positiver Zellkerne.
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Abbildung 12: Apoptose-induzierender Faktor (AIF): Prozentualer Anteil an positiven Zellkernen in den

Alveolarsepten in %. * Signifikanz gegeniber der Kontroll-Gruppe (p < 0,05)
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Abbildung 13: Histologische Darstellung des Lungengewebes in den verschiedenen Versuchsgruppen. Ein
Beispiel fir ein Alveolarseptum mit einem AlF-positiven Zellkern ist mit einem Pfeil markiert. AlF-

Farbung.
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4.3.2.2 AIF in den Bronchioli

Der Anteil der AlF-positiven Zellkerne im Epithel der Bronchioli war in allen Gruppen
signifikant (p<0,05) hoher als in der Kontroll-Gruppe. Minocyclin hatte schon unter
Kontrollbedingungen einen signifikanten (p<0,05) Einfluss auf die Zunahme positiv
angefarbter Zellkerne. Wéhrend der HLM fuhrte Minocyclin hingegen zu einem signifikanten
Abfall (p<0,05) der positiv angefarbten Zellkerne. Ebenso fiihrte der pulsatile Blutfluss
wahrend der HLM zu einer signifikanten Abnahme (p<0,05) der AlF-positiven Zellkerne.
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Abbildung 14: Apoptose-induzierender Faktor (AlF): Prozentualer Anteil an positiven Zellkernen in den
Bronchioli in %. * Signifikanz gegenuber der Kontroll-Gruppe (p < 0,05) # Signifikanz gegentber Herz-
Lungen-Maschine-Gruppe (p <0,05)
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Abbildung 15: Histologische Darstellung des Lungengewebes in den verschiedenen Versuchsgruppen. Ein
Beispiel fir einen Bronchiolus mit einem AlF-positiven Zellkern ist mit einem Pfeil markiert. AlF-

Farbung.

Kontrolle

pulsatile HLM

56



4.3.2.3 AIF in den GeféaRen

Der Anteil AlF-positiver Endothelzellen war in der HLM+Minocyclin-Gruppe geringer als in

der HLM-Gruppe. In der Pulsatilen-HLM-Gruppe zeigte sich eine Erhohung der AIF-

positiven Endothelzellen im Vergleich zur HLM-Gruppe. Diese Unterschiede wiesen keine

statistische Relevanz auf.
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Abbildung 16: Apoptose-induzierender Faktor (AIF): Prozentualer Anteil an positiven Zellkernen in den

Endothelzellen in %.
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Abbildung 17: Histologische Darstellung des Lungengewebes in den verschiedenen Versuchsgruppen. Ein

Beispiel fur ein GefaR mit einem AlF-positiven Endothelzellkern ist mit einem Pfeil markiert. AlF-

Farbung.
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4.3.3 Hypoxie-induzierter Faktor 1 (HIF-1)
Der Hypoxie-induzierte Faktor (HIF-1) ist bei Hypoxie aktiv und reguliert (ber eine

Induktion der Angionese und Vaskularisierung die Sauerstoffversorgung des Organismus

(vgl. 2.3.2). Die rot angefarbten Zellkerne wurden als HIF-1 positiv gezahlt.
4.3.3.1 HIF-1in den Alveolen

Die HLM-Gruppe wies in den Alveolarsepten einen signifikant (p<0,05) hoheren Anteil an
HIF-1-positiven Zellkernen auf als die Kontroll-Gruppe. Im Vergleich zur Kontroll-Gruppe
hatte auch die Pulsatile-HLM-Gruppe signifikant (p<0,05) mehr positiv angeféarbte Zellkerne.
Der pulsatile Blutfluss verminderte im Vergleich zur HLM-Gruppe den Prozentsatz der HIF-
1-positiven Zellkerne nicht. Minocyclin hingegen fiihrte wahrend der HLM zu einer

signifikanten (p<0,05) Verminderung der HIF-1-positiven Zellkerne.
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Abbildung 18: Hypoxie-induzierte Faktor (HIF-1): Prozentualer Anteil an positiven Zellkernen in den
Alveolarsepten in %. * Signifikanz gegeniiber der Kontroll-Gruppe (p < 0,05)  # Signifikanz gegeniiber
Herz-Lungen-Maschine-Gruppe (p <0,05)
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Abbildung 19: Histologische Darstellung des Lungengewebes in den verschiedenen Versuchsgruppen. Ein

Beispiel fur ein Alveolarseptum mit einem HIF-1-positiven Zellkern ist mit einem Pfeil markiert. HIF-1-

Farbung.
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4.3.3.2 HIF-1 in den Bronchioli

Das Epithel der Bronchioli der HLM-Gruppe zeigte eine signifikante Erhéhung (p<0,05) der

HIF-1-positiv angeféarbten Zellkerne gegentber der Kontroll-Gruppe. Die anderen Gruppen

zeigten Unterschiede zur Kontroll-Gruppe, welche allerdings nicht signifikant waren.
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Abbildung 20: Hypoxie-induzierte Faktor (HIF-1): Prozentualer Anteil an positiven Zellkernen in den

Bronchioli in %. * Signifikanz gegeniiber der Kontroll-Gruppe (p < 0,05)
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Abbildung 21: Histologische Darstellung des Lungengewebes in den verschiedenen Versuchsgruppen. Ein

Beispiel fir einen Bronchiolus mit einem HIF-1-positiven Zellkern ist mit einem Pfeil markiert. HIF-1-

Farbung.
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4.3.3.3 HIF-1 in den Gefalien

Der Anteil HIF-1-positiver Zellkerne war in der HLM-Gruppe im Vergleich zur Kontroll-

Gruppe erhoht. Minocyclin und der pulsatile Blutfluss fuhrten zu einer geringen Abnahme der

HIF-1-positiven Zellkerne im Vergleich zur HLM-Gruppe. Dabei wiesen diese Unterschiede

keine statistische Relevanz auf.
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Abbildung 22: Hypoxie-induzierte Faktor (HIF-1): Prozentualer Anteil an positiven Zellkernen in den

Endothelzellen in %.
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Abbildung 23: Histologische Darstellung des Lungengewebes in den verschiedenen Versuchsgruppen. Ein

Beispiel fur ein Gefal mit einem HIF-1-positiven Endothelzellkern ist mit einem Pfeil markiert. HIF-1-

Farbung.
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4.3.4 Poly (ADP) Ribose (PAR)
PAR ist ein Marker fur die Aktivierung von PARP sowie die Prasenz von DNA-

Strangbriichen (vgl. 2.3.3). PAR- positive Zellkerne wiesen eine rote Kernfarbung auf.

4.3.4.1 PAR in den Alveolen

Die HLM-, die HLM+Minocyclin- und die Pulsatile-HLM-Gruppe in den Alveolarsepten
zeigten einen signifikant (p<0,05) hoheren Anteil an PAR-positiven Zellkernen als die
Kontroll-Gruppe. Wahrend der HLM fiihrte Minocyclin und der pulsatile Blutfluss,
verglichen mit der HLM-Gruppe, zu einer signifikanten Abnahme (p<0,05) der PAR-

positiven Zellkerne.
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Abbildung 24: Poly (ADP) Ribose: Prozentualer Anteil an positiven Zellkernen in den Alveolarsepten in
%. * Signifikanz gegeniber der Kontroll-Gruppe (p < 0,05)  # Signifikanz gegeniiber Herz-Lungen-Maschine-
Gruppe (p <0,05)
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Abbildung 25: Histologische Darstellung des Lungengewebes in den verschiedenen Versuchsgruppen. Ein

Beispiel fir ein Alveolarseptum mit einem PAR-positiven Zellkern ist mit einem Pfeil markiert. PAR-

Farbung.
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4.3.4.2 PAR in den Bronchioli

In den Gruppen, die an die HLM angeschlossen waren, wies das Epithel der Bronchioli einen

hoheren Anteil PAR-positiver Zellkerne auf als bei der Kontroll-Gruppe. Minocyclin fuhrte

unter Kontrollbedingungen zu einem Anstieg der positiven Zellkerne. Diese Unterschiede

waren jedoch statistisch nicht signifikant.
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Abbildung 26: Poly (ADP) Ribose: Prozentualer Anteil an positiven Zellkernen in den Bronchioli in %.
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Abbildung 27: Histologische Darstellung des Lungengewebes in den verschiedenen Versuchsgruppen. Ein
Beispiel fir einen Bronchiolus mit einem PAR-positiven Zellkern ist mit einem Pfeil markiert. PAR-

Farbung.
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4.3.4.3 PAR in den GefalRen

Die HLM-Gruppe hatte mehr PAR-positive Zellkerne in den Endothelzellen als die Kontroll-
Gruppe. In der HLM+Minocyclin-Gruppe kam es, verglichen zur HLM-Gruppe, zur
Erhohung der PAR-positiven Zellkerne im Endothelgewebe. Diese Unterschiede erreichten
kein statistisches Signifikanzniveau. Der Anteil der PAR-positiven Zellkerne war in der
Pulsatilen-HLM-Gruppe &hnlich der HLM-Gruppe.
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Abbildung 28:Poly(ADP)Ribose: Prozentualer Anteil an positiven Zellkernen in den Endothelzellen in %.
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Abbildung 29: Histologische Darstellung des Lungengewebes in den verschiedenen Versuchsgruppen. Ein

Beispiel fur ein Gefall mit einem PAR-positiven Endothelzellkern ist mit einem Pfeil markiert. PAR-

Farbung.
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4.3.5 Cleaved Caspase 3
Die Cleaved Caspase 3 ist ein Marker fir den programmierten Zelltod (vgl. 2.3.4). Rot
angefarbte Zellkerne waren Cleaved Caspase 3 positiv, blau angefarbte Zellkerne waren

negativ.
4.3.5.1 Cleaved Caspase 3 in den Alveolen

Die HLM-, die HLM+Minocyclin- und die Pulsatile-HLM-Gruppe hatten signifikant (p<0,05)
mehr Cleaved Caspase 3-positive Zellkerne als die Kontroll-Gruppe. Minocyclin konnte
wéhrend der HLM, den Anteil Cleaved Caspase 3-positiver Zellkerne gerringgradig, aber
nicht signifikant, gegentiber der HLM-Gruppe senken. Der pulsatile Blutfluss hingegen fuhrte
im Vergleich zur HLM-Gruppe zu einem Kkleinen, nicht signifikanten Anstieg Cleaved
Caspase 3-positiver Zellkerne. Unter Kontrollbedingungen zeigte sich eine geringgradige,
aber nicht signifikante Erhohung der Cleaved Caspase 3-positiven Zellkerne durch

Minocyclin.
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Abbildung 30: Cleaved Caspase 3: Prozentualer Anteil an positiven Zellkernen in den Alveolen in %.

* Signifikanz gegeniiber der Kontroll-Gruppe (p < 0,05)
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Abbildung 31: Histologische Darstellung des Lungengewebes in den verschiedenen Versuchsgruppen. Ein
Beispiel fir ein Alveolarseptum mit einem Cleaved Caspase 3-positiven Zellkern ist mit einem Pfeil

markiert. Cleaved Caspase 3-Farbung.
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4.3.5.2 Cleaved Caspase 3 in den Bronchioli

Der Anteil der Cleaved Caspase 3-positiven Zellkerne war in der Kontrolle+Minocyclin-,
HLM-, HLM+Minocyclin- und der Pulsatilen-HLM-Gruppe im Vergleich zur Kontroll-
Gruppe erhoht. Diese Unterschiede erreichten das statistische Signifikanzniveau nicht. Die
HLM+Minocyclin- und die Pulsatile-HLM-Gruppe wiesen weniger Cleaved Caspase 3-

positive Zellen als die HLM-Gruppe auf. Dies waren keine signifikanten Unterschiede.

60

50 1 T T

40

30 A T

20 A

10 A

\\0\\9’ WO Y\\,\“ ¥ Y\\’@

0(\ \\e)( X ’{‘\\e
R S

% Cleaved Caspase 3-positive Zellkerne in den Bronchioli

EA\\\\\

Abbildung 32: Cleaved Caspase 3: Prozentualer Anteil an positiven Zellkernen in den Bronchioli in %.
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Abbildung 33: Histologische Darstellung des Lungengewebes in den verschiedenen Versuchsgruppen. Ein
Beispiel fiir ein Bronchiolus mit einem Cleaved Caspase 3-positiven Zellkern ist mit einem Pfeil markiert.

Cleaved Caspase 3-Farbung.
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4.3.5.3 Cleaved Caspase 3 in den GefalRen

Das Endothelgewebe war Cleaved Caspase 3 negativ.

Abbildung 34: Histologische Darstellung des Lungengewebes in den verschiedenen Versuchsgruppen. Im

Endothelgewebe war keine Markierung fur Cleaved Caspase 3 nachweisbar. Cleaved Caspase 3-Farbung.
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4.3.6 Nitrotyrosin

Nitrotyrosin diente als Marker flr nitrosativen Stress (vgl. 2.3.5). Nitrotyrosin war im

Zytoplasma lokalisiert und wurde durch das AEC intensiv dunkel rot angefarbt.
4.3.6.1 Nitrotyrosin in den Alveolen

Der Anschluss an eine HLM fiihrte zur Zunahme von Nitrotyrosin im Zytoplasma. Das
Nitrotyrosin war von allen Gruppen bei der HLM-Gruppe am hdchsten und signifikant
(p<0,05) hoher als bei der Kontroll-Gruppe. Die HLM+Minocyclin-Gruppe hatte signifikant
(p<0,05) mehr positiv angefarbtes Zytoplasma als die Kontroll- und die
Kontrolle+Minocyclin-Gruppe. Im Vergleich zur HLM-Gruppe fiihrte Minocyclin signifikant
(p<0,05) zur Abnahme des Nitrotyrosin-positiven Zytoplasmas. Die Pulsatile-HLM-Gruppe
wies ebenso signifikant (p<0,05) mehr Nitrotyrosin-positive Zellen auf als die Kontroll-
Gruppe, aber signifikant (p<0,05) weniger als die HLM-Gruppe. Der pulsatile Blutfluss fiihrte

zu einer Abnahme des Nitrotyrosin-positiven Zytoplasmas.
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Abbildung 35: Nitrotyrosin: Prozentualer Anteil an positivem Zytoplasma in den Alveolen in %.
* Signifikanz gegenuber der Kontroll-Gruppe (p < 0,05)  # Signifikanz gegenuiber Herz-Lungen-Maschine-
Gruppe (p <0,05) & Signifikanz gegeniliber der Kontrolle+Minocyclin-Gruppe (p < 0.05)
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Abbildung 36: Histologische Darstellung des Lungengewebes in den verschiedenen Versuchsgruppen. Ein
Beispiel fur ein Alveolarseptum mit einer Nitrotyrosin-positiven Zelle ist mit einem Pfeil markiert.

Nitrotyrosin-Farbung.
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4.3.6.2 Nitrotyrosin in den Bronchioli

Der Anteil an Nitrotyrosin-positiven Zytoplasma war bei der HLM- und der Pulsatilen-HLM-
Gruppe signifikant (p<0,05) hoher als bei der Kontroll-Gruppe. Der signifikante Unterschied
(p<0,05) zwischen der HLM-Gruppe und der HLM+Minocyclin-Gruppe zeigte, dass

Minocyclin den Anteil Nitrotyrosin-positiver Zellen verringerte.
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Abbildung 37: Nitrotyrosin: Prozentualer Anteil an positiven Zytoplasma in den Bronchioli in %.
* Signifikanz gegenuber der Kontroll-Gruppe (p < 0,05) # Signifikanz gegenliber Herz-Lungen-Maschine-
Gruppe (p <0,05)
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Abbildung 38: Histologische Darstellung des Lungengewebes in den verschiedenen Versuchsgruppen. Ein

Beispiel flir ein Bronchiolus mit einer Nitrotyrosin-positiven Zelle ist mit einem Pfeil markiert.

Nitrotyrosin-Farbung.
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4.3.6.3 Nitrotyrosin in den Geféallen

Das Endothelgewebe war Nitrotyrosin negativ.

Abbildung 39: Histologische Darstellung des Lungengewebes in den verschiedenen Versuchsgruppen. Im

Endothelgewebe war keine Markierung fir Nitrotyrosin nachweisbar. Nitrotyrosin Farbung.
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4.3.7 Tumornekrosefaktor alpha (TNFa)
TNFa ist ein Zytokin, das eine Apoptose induziert (vgl. 2.3.6). TNFa ist im Zytoplasma

lokalisiert und wurde durch AEC intensiv dunkel rot angefarbt.
4.3.7.1 TNFa in den Alveolen

Die HLM- und die Pulsatile-HLM-Gruppe zeigten signifikant (p<0,05) mehr TNFa positive
Avreale als die Kontroll-Gruppe. Vergleicht man die HLM-Gruppe mit der HLM+Minocyclin-
Gruppe, so fiel auf, dass es durch das Minocyclin signifikant (p<0,05) zu einer Abnahme der
TNFa-positiven Flache kam. Diesen signifikanten (p<0,05) Einfluss zeigte auch die Pulsatile-

HLM-Gruppe gegenuber der HLM-Gruppe
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Abbildung 40: TNFa: Prozentualer Anteil an positivem Zytoplasma in den Alveolen in %.
* Signifikanz gegenuber der Kontroll-Gruppe (p < 0,05)  # Signifikanz gegeniiber Herz-Lungen-Maschine-
Gruppe (p <0,05)
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Abbildung 41: Histologische Darstellung des Lungengewebes in den verschiedenen Versuchsgruppen. Ein

Beispiel fiir ein Alveolarseptum mit einer TNFa-positiven Zelle ist mit einem Pfeil markiert. TNFa -
Farbung.
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4.3.7.2 TNFa in den Bronchioli

Der Anteil an positiven TNFo Flachen lag in der HLM- und in der Pulsatilen-HLM-Gruppe
signifikant (p<0,05) hoher als in der Kontroll-Gruppe. Das Minocyclin fuhrte in der
HLM+Minocyclin-Gruppe zu einer signifikanten Abnahme (p<0,05) der positiven Zellen
gegentiber der HLM-Gruppe. Die Pulsation wahrend der HLM bewirkte auch eine

verminderte TNFa-Expression im Vergleich zur laminaren HLM, diese war jedoch nicht

signifikant.
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Abbildung 42: TNFa: Prozentualer Anteil an positiven Zytoplasma in den Bronchioli in %.
* Signifikanz gegenuber der Kontroll-Gruppe (p < 0,05)  # Signifikanz gegenuber Herz-Lungen-Maschine-
Gruppe (p <0,05)
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Abbildung 43: Histologische Darstellung des Lungengewebes in den verschiedenen Versuchsgruppen. Ein

Beispiel fiir ein Bronchiolus mit einer TNFa-positiven Zelle ist mit einem Pfeil markiert. TNFe -Farbung.
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4.3.7.3 TNFa in den GefdRen

Das Endothelzellzytoplasma war TNFo negativ.

Abbildung 44: Histologische Darstellung des Lungengewebes in den verschiedenen Versuchsgruppen. Im

Endothelgewebe war keine Markierung fiir TNFa nachweisbar. TNFa-Farbung.
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5 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden Lungenbiopsien aus dem unter 2.5.1 beschriebenen
Tierversuch histologisch (HE-Féarbung) und immunhistochemisch (Nitrotyrosin, HIF-1, PAR,
AIF, Cleaved Caspase 3, TNFa) untersucht. Ziel dieser Arbeit war es zu prifen, ob sich die in
der Literatur beschrieben Organschaden der Lunge, die beim Einsatz einer HLM entstehen,
auf histologischer Ebene bestdtigen lassen. Des Weiteren sollte untersucht werden, ob ein
pulsatiler Blutfluss oder eine Gabe von Minocyclin in der Lage sind, diese Lungenschéden
abzuschwachen, zu verringern oder gar zu verhindern. In dem Schema in der Abbildung 45

sind die Ergebnisse dieser Arbeit zusammenfassend dargestellt.
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Abbildung 45: Zusammenfassung der untersuchten Faktoren und Beeinflussung dieser durch die HLM,
die Pulsation und das Minocyclin. Der Einfluss der HLM auf die jeweiligen untersuchten Faktoren ist mit
dicken schwarzen Pfeilen dargestellt. Die Faktoren, die von der Pulsation und dem Minocyclin positiv

beeinflusst wurden, sind mit roten Pfeilen markiert.
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5.1 Einfluss der HLM auf die Lunge

Die Ergebnisse zeigen, dass durch die HLM das Lungengewebe beschadigt wurde. Die
Alveolen und die Bronchiolen waren besonders betroffen, wohingegen das GeféaRendothel nur
gering beeinflusst wurde. Im GefélRendothel gab es keine signifikanten Unterschiede in allen
untersuchten Parametern zwischen der HLM-Gruppe und der Kontroll-Gruppe. Daraus lasst
sich schlieRen, dass das GeféaRsystem der Lunge unempfindlicher gegentiber einer HLM ist als
das Bronchial- und das Alveolarepithel.

Der Hypoxie-induzierte Faktor (HIF-1) ist unter normalen Sauerstoffbedingungen inaktiv
(ELTZSCHIG et al. 2011). Kommt es zu einem hypoxischen Zustand, transferiert HIF-1 in
den Zellkern (FANDREY 2007), sodass der Nachweis von HIF-1 im Zellkern als Indikator
fiir eine Hypoxie gilt. In den Alveolen und den Bronchiolen war die Anzahl HIF-1-positiver
Zellkerne in der HLM-Gruppe signifikant hoher als in der Kontroll-Gruppe. Diese Ergebnisse
zeigen, dass es wahrend einer HLM zu hypoxischen Zustéanden in der Lunge kam. Dies kann
zum einen durch die fehlende Durchblutung der Lunge und zum anderen durch die fehlende
Ventilation erklart werden. SCHLENSAK et al. (2002) zeigten, dass eine HLM zu einer
Abnahme der bronchialen Durchblutung fuhrte. Als Ursache dafur wurde die fehlende
Lungenventilation verantwortlich gemacht. Diese resultierte in einer
Kohlenstoffdioxidanreichung, was wiederrum zu einer VVasokonstriktion der Bronchialarterien

fiihrte und die Lungendurchblutung einschrénkte.

Nitrotyrosin spiegelt die Produktion von nitrosativen Stressoren wieder (FRANCO und
ESTEVEZ 2014) und ist ein Marker fiir oxidativen Stress (GOW et al. 2004). Dabei dient
Nitrotyrosin als ein Indikator fir Peroxinitrit vermittelte Gewebsschaden (FISCHER et al.
2003, MEHLHORN et al. 2003). Nitrotyrosin entsteht durch eine Reaktion eines
Peroxinitritradikals mit der Aminosdure Tyrosin. Das Peroxinitrit selbst entsteht bei einer
Reaktion von Stickstoffmonoxid mit einem Superoxidanion (SUGIURA und ICHINOSE
2011). Der Anteil des Nitrotyrosin-positiven Zytoplasmas war in der HLM-Gruppe signifikant
hoher als in der Kontroll-Gruppe. Dies war sowohl im Alveolarepithel als auch im
Bronchialepithel zu sehen. Diese Ergebnisse zeigen daher, dass es wahrend der HLM zu einer
vermehrten Produktion von Stickstoffmonoxiden und Radikalen im Alveolar- und
Bronchialepithel kam. MEHLHORN et al. (2003) stellten in ihrer Untersuchung ebenfalls

fest, dass es nach einer HLM zu einem Anstieg der Stickstoffmonoxidsynthase in den
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Myozyten des Herzens kam. Sie postulierten, dass ein Ischdmie- und Reperfusionsschaden im
Herzen mit einem Anstieg von Nitrotyrosin einhergeht, wobei Peroxinitrit und ROS als
Ursache der Schaden benannt wurden. Auch FISCHER et al. (2003) untersuchten das
Myokard immunhistochemisch und stellten fest, dass es bedingt durch die HLM zu einem
Anstieg von Nitrotyrosin kam. Sie beschrieben, dass es mdglich sei, dass ROS und
Peroxinitrit zu einer Aktivierung der Cleaved Caspase 3 fihrten. FISCHER et al. (2003)
zeigten, dass die Aktivierung der Cleaved Caspase 3 nicht nur durch ROS und Nitrotyrosin
induziert wurde, da nur 42% der Cleaved Caspase 3 positiven Herzen Nitrotyrosin enthielten
und nur 58% 8-lsoprostaglandin-F2a, welches ein Marker fir ROS-induzierte Peroxidation
ist. HAN et al. (2008) beschrieben ebenso eine Zunahme Nitrotyrosin positiver Zellkerne im
Hippocampus nach Einsatz einer HLM. Die Nitrierung von Proteinen ging mit Stérungen im
Energiehaushalt und Signalkaskaden einher und wurde mit neurologischen Stérungen in
Zusammenhang gebracht. Auch in den Untersuchungen von SALAMEH et al. (2015%) und
DHEIN et al. (2015) wurde ein Anstieg von Nitrotyrosin im Hippocampus, in der Leber und
in der Niere in der HLM-Gruppe nachgewiesen. Die Zunahme des Nitrotyrosins wurde in
diesen Studien als ein Zeichen fiir die vermehrte Produktion von ROS betrachtet, welche zu
DNA-Strangbriichen fiihrte und PARP aktivierte (GARCIA und CONDE 2015, LOVE 1999).
VIRAG et al. (2013) beschrieben, dass PARP auf verschiedenen Wegen eine Apoptose
induzieren kann. Eine Mdglichkeit ist die verstarkte Aktivierung von PARP, welches die
Synthese von PAR unter hohem NAD®- und damit einhergehendem ATP-Verbrauch zur
Folge hat. Dieser hohe Energieverlust kann die Einleitung des programmierten Zelltods
hervorrufen. In der hier vorliegenden Studie war der Anteil PAR-positiver Zellkerne in der
HLM-Gruppe im Alveolarepithel signifikant erhoht. Auch im Bronchialepithel zeigte sich in
der HLM-Gruppe im Vergleich zur Kontroll-Gruppe eine Erhéhung des PAR-positiven
Anteils, jedoch wurde das Signifikanzniveau nicht erreicht. Der ATP-Gehalt des
Lungengewebes war in der HLM-Gruppe im Vergleich zur Kontroll-Gruppe signifikant
erniedrigt. Diese Ergebnisse lassen darauf schliel3en, dass eine PARP-Aktivierung vorlag und
verstarkt PAR unter ATP-Verbrauch synthetisiert wurde. Zusétzlich wurde unter dem Einsatz
der HLM aufgrund der fehlenden Lungendurchblutung kein ATP nachgeliefert. Zu diesem
Ergebnis kamen auch KASPER et al. (2016), die in ihrer Arbeit zeigten, dass es im
Lungengewebe nach Einsatz der HLM zu einem Anstieg von PAR kam. KHAN et al. (2003)
und YEH et al. (2006) stellten ebenfalls einen Anstieg von PAR und PARP im Herzen fest

und fihrten dies auf die durch die HLM-induzierte Ischd&mie und Reperfusion sowie die
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Aktivierung von Peroxinitriten und ROS zuriick. DHEIN et al. (2015), SALAMEH et al.
(2015% und HAN et al. (2008) wiesen dieses Phanomen ebenfalls in Leber, Niere und
Hippocampus nach. Diese Ergebnisse wurden von RAMLAWI et al. (2006) nicht bestéatigt.
Sie stellten in ihrer Untersuchung an 6 menschlichen Patienten im Herzen keinen Anstieg von
PAR nach der HLM fest und fiihrten dies darauf zuriick, dass PARP erst spat auf apoptotische
Stimuli reagiere und somit die in ihrem Versuch verwendete Reperfusionsdauer zu kurz war.
Allerdings kam es in dieser Studie auch zu keinem Anstieg des Nitrotyrosins nach der HLM,
sodass davon ausgegangen werden kann, dass die auf PARP stimulierende Wirkung des
Nitrotyrosins fehlte. Auch FISCHER et al. (2003) bemerkten in ihrer Studie nach Einsatz der
HLM im Herzen keinen Anstieg von PARP und fuhrten dies ebenfalls auf die kurze

Versuchsdauer zuriick.

Eine weitere von VIRAG et al. (2013) beschriebene Mdglichkeit der Apoptoseeinleitung ist
die PAR-induzierte Freisetzung von AIF aus dem Mitochondrium. AIF wandert aus dem
Mitochondrium in den Zellkern ein und l6st auf Caspase-unabhangigem Weg eine Apoptose
aus (SEVRIOUKOVA 2011). Die Anzahl AlF-positiver Zellkerne in der HLM-Gruppe war
sowohl in den Alveolen als auch im Bronchialepithel signifikant erhéht, sodass sich die von
VIRAG et al. (2013) beschriebene Aktivierung von AIF durch PAR mit den Ergebnissen in
dieser Arbeit bestétigen lasst. Zu diesem Ergebnis kamen auch RAMLAWI et al. (2006) am
menschlichem Myokard. Sie beschrieben, dass AIF frih durch Chromatinkondensation und
DNA-Teilung zur Apoptose fiihrte. Weiterhin zeigten sie, dass es am Myokard durch den
HLM-induzierten Ischamie- und Reperfusionsschaden sowohl zur Caspase-unabhéngigen
Apoptose, durch den Nachweis von AlF, aber auch zu einer Erhéhung der Cleaved Caspase 3
und damit zur Caspase-abhangigen Apoptose kam. Durch den Nachweis der Cleaved Caspase
3 wurde auch in dieser Arbeit die Apoptose auf Caspase-abhangigem Weg untersucht. Hierbei
wurden die am Myokard erhobenen Ergebnisse von RAMLAWI et al. (2006) auch im

Lungengewebe bestatigt.

Auch TNFa kann zur Aktivierung der Cleaved Caspase 3 und damit zur Einleitung einer
Apoptose fuhren (DEMEDTS et al. 2006). In der HLM-Gruppe war der Anteil TNFa-
positiver Zellkerne in den Alveolen und Bronchiolen im Vergleich zur Kontroll-Gruppe
signifikant erhoht. TNFa hat neben den Apoptose-einleitetenden Eigenschaften auch eine
entzundungsfordernde Wirkung durch die Fahigkeit der Chemokinstimulation und

Zytokinproduktion. (HEHLGANS et al. 2005). Damit spielt es auch eine wichtige Rolle fur
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die HLM-induzierte Entziindung an der Lunge (GAO et al. 2015, QI et al. 2013). QI et al.
(2013) zeigten, dass TNFa nach Einsatz der HLM sowohl im Blut als auch im Lungengewebe
anstieg. Dabei induzierte TNFo Apoptosen und fiihrte zu Entziindungen und Odemen im
Lungengewebe. WORRALL et al. (1997) fanden in einem Versuch an Ratten heraus, dass
TNFo die GefiBe permeabel machte und es zu einer Odembildung im Lungengewebe kam.
KOTANI et al. (2000) zeigten in ihrer Studie, dass es zu einem Anstieg von TNFa nach HLM
kam. Dabei war die Entziindungsreaktion in den Alveolen starker als die systemische
Reaktion, da die Alveolarmakrophagen mehr TNFa produzierten als andere Makrophagen. QI
et al. (2013) zeigten in ihrer Studie, dass der Anstieg von TNFa im Lungengewebe nach dem
Einsatz der HLM durch die Verwendung eines Antikorpers gegen TNFo gesenkt werden
konnte. Da durch den Einsatz des TNFa-Antikorpers auch die Anzahl der neutrophilen
Granulozyten sank, kann davon ausgegangen werden, dass die Prisenz von TNFa mit dem
Vorhandensein von neutrophilen Granulozyten korreliert. Dies bestétigen auch die Ergebnisse
der in dieser Arbeit durchgefiihrten Zahlung der neutrophilen Granulozyten. In der HLM-
Gruppe gab es signifikant mehr neutrophile Granulozyten als in der Kontroll-Gruppe. QI et al.
(2013) zeigten in ihrer Studie ebenfalls eine Zunahme neutrophiler Granulozyten im
Lungengewebe mit daraus resultierenden Funktionsstérungen der Lunge, welche durch die
aus Granulozyten sezernierten Entziindungsmediatoren hervorgerufen wurden. BAYRAM et
al. (2012) nahmen als Ursache fiir die Zunahme von neutrophilen Granulozyten und TNFa
nach HLM den Kontakt des Blutes mit kinstlichen Oberflachen an. Ein anderer Grund fur die
Erhéhung der Anzahl der neutrophilen Granulozyten koénnte der Anstieg der Anzahl
apoptotischer Zellen sein. So wurden in einer Studie an COPD-Erkrankten vermehrt
neutrophile Granulozyten im Lungengewebe nachgewiesen (DEMEDTS et al. 2006). Als
Ursache fiir die Prasenz der vielen neutrophilen Granulozyten im Lungengewebe wurde die
begrenzte Kapazitat der Alveolarmakrophagen gesehen, die bei einer COPD-Erkrankung hohe
Menge an apoptotischen Zellen phagozytieren. Somit zeigten sich zeitgleich apoptotische und
inflammatorische Ereignisse. Auch wahrend des Einsatzes der HLM zeigte sich durch den
Anstieg apoptotischer Faktoren wie AIF und PAR ein apoptotisches und durch die Zunahme

von neutrophilen Granulozyten ein entziindliches Geschehen.

Auf ein solches Entziindungsgeschehen konnte auch die Zunahme des Durchmessers der
Alveolarsepten zurtickzufuhren sein. So war die Dicke der Alveolarsepten in der HLM-

Gruppe signifikant hoher als in der Kontroll-Gruppe. Dariber hinaus kénnte die Zunahme des
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Durchmessers der Alveolarsepten auch aus der Entstehung von Odemen, die im Zuge der
HLM auftreten konnen, resultieren. ELTZSCHIG et al. (2011) beschrieben, dass es wahrend
einer Ischamie zum Anstieg von Zytokinen komme. Diese Zytokine sind in der Lage eine
Entziindung auszulsen, GefaRe damit durchlassiger zu machen und die Odembildung
voranzubringen (BAYRAM et al. 2012). Sowohl diese Odeme als auch die ungeniigende
Ventilation der Lunge konnen zudem eine Kollabierung der Alveolen zur Folge haben,
welche auch zu einer Zunahme der Dicke der Alveolarsepten flihren wirde. Auch in anderen
Studien kam es zu einer Zunahme des Wassergehaltes im Lungengewebe nach dem Einsatz
der HLM (QI et al. 2013). BRANDES et al. (2002) untersuchten die Lunge in einer
Hé&matoxylin-Eosin-Farbung auf morphologische Verdnderungen und beobachteten ebenfalls
die Prasenz von Leukozyten und Odemen. FERRARI et al. (2015) beschrieben als Ursache
der Odeme, dass es wahrend einer Hypoxie zur anaeroben Glykolyse komme. Dabei kénne
nicht ausreichend ATP gebildet werden, um den lonentransport aufrechtzuerhalten und
Odeme seien die Folge. Da in dieser Arbeit der ATP-Gehalt im Lungengewebe nach HLM

vermindert war, lasst sich diese Erklarung unterstutzen.

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass es durch den Einsatz der HLM auf Caspase-abhangigen
und -unabhangigen Wegen zu einer Apoptoseinduktion kommt. Diese Apoptosen kénnen zum
einen Ursache zum anderen aber auch Folge des Entziindungsgeschehens in der Lunge sein.
Die Préasenz der Entziindung nach HLM wurde durch die vermehrte Anzahl der neutrophilen

Granulozyten und den verdickten Alveolarsepten gezeigt.
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5.2 Einfluss des pulsatilen Blutflusses wahrend einer HLM auf die Lunge

Der Einfluss eines pulsatilen Blutflusses wahrend des Einsatzes der HLM auf die Lunge
wurde bisher h&ufig auf klinischer Ebene untersucht und zeigte kontroverse Ergebnisse. Dabei
wurden verschiedene Lungenfunktionstests, Blutuntersuchungen, Vital- und Atemparameter
am Menschen nach HLM-Operationen genauer betrachtet (BAYRAM et al. 2012, ENGELS et
al. 2014, LIM et al. 2015). BAYRAM et al. (2012) und ENGELS et al. (2014) konnten keine
Vorteile fur die Lunge durch einen pulsatilen Blutfluss erkennen, wohingegen LIM et al.
(2015) die Pulsation befurworteten. Wenige Studien am Schweinemodell untersuchten das
Lungengewebe auf morphologische Veranderungen nach dem Einsatz der HLM
(HERREROS et al. 2004, BRANDES et al. 2002, SCHLENSAK et al. 2002). Der Einfluss
eines pulsatilen Blutflusses auf die Lunge wurde in der Literatur in Bezug auf
immunhistochemische Untersuchungen bisher noch nicht beschrieben. In dieser Arbeit wurde
die Expression von HIF-1, AIF, Cleaved Caspase 3, PAR und TNFa im Lungengewebe
immunhistochemisch untersucht. Hierbei wurden das Alveolarepithel, Bronchialepithel und

die Endothelzellen getrennt voneinander ausgewertet.

Die Ergebnisse zeigen, dass sowohl das Gefallendothel als auch das Bronchialepithel von der
Pulsation tUberwiegend unbeeinflusst blieben. So waren bei den verschiedenen untersuchten
Faktoren, mit Ausnahme des AIF, keine signifikanten Unterschiede zwischen der HLM-
Gruppe und der Pulsatilen-HLM-Gruppe im Bronchialepithel und den Endothelzellen der
Gefalle zu erkennen. Die Expression von AIF war in der Pulsatilen-HLM-Gruppe signifikant
niedriger als in der nicht pulsatilen HLM-Gruppe, allerdings immer noch signifikant hoher als
in der Kontroll-Gruppe. Dies lasst darauf schlieen, dass die Pulsation nur im geringen Mal3e
HLM-induzierte Schaden abmildern konnte. Somit kann davon ausgegangen werden, dass ein
protektiver Einfluss eines pulsatilen Blutflusses auf das Bronchialepithel und das
Gefallendothel vernachléssigbar ist.

An dem Alveolarepithel hingegen zeigten sich deutliche Unterschiede zwischen den einzelnen
untersuchten Faktoren. Der Anteil HIF-1 positiver Zellkerne war in der Pulsatilen-HLM-
Gruppe im Vergleich zur Kontroll-Gruppe signifikant erhéht, aber im Vergleich zur nicht
pulsatilen HLM-Gruppe gleich geblieben. Dies deutet darauf hin, dass der pulsatile Blutfluss
wahrend einer HLM-Operation den hypoxischen Zustdnden in der Lunge nicht entgegen

wirkte. Eine mogliche Ursache konnte sein, dass der pulsatile Blutfluss die Lunge kaum
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erreicht hat, da die Lunge wahrend der HLM-Operation nicht durchblutet wurde. Die Aorta
und die groRen Hohlvenen waren abgeklemmt und lieRen kein Blut in das Herz und die
Lunge. SERRAINO et al. (2012) beschrieben, dass die Lunge geringfiigig tUber die Arteriae
bronchiales mit Blut versorgt wird und postulierten, dass ein pulsatiler Blutfluss Gber diesen
Weg eine verbesserte Lungenperfusion und damit eine verbesserte Sauerstoffversorgung des
Gewebes erreichen konnte. Diese Vermutung lasst sich mit den in dieser Arbeit erzielten
Ergebnissen nicht bestatigen. Bei einer Hypoxie kann es zur Zunahme von ROS kommen,
welche ein Entziindungsgeschehen induzieren und Zellschaden verursachen (ARANEDA und
TUESTA 2012). Auch in diesem Versuch gab es Anzeichen fur ein Entziindungsgeschehen,
welches durch die Z&hlung der neutrophilen Granulozyten in den Alveolarsepten, untersucht
wurde. Die Ergebnisse zeigen, dass die Anzahl neutrophiler Granulozyten in der Pulsatilen-
HLM-Gruppe signifikant Uber der Kontroll-Gruppe lag. Dabei fiihrte die Pulsation im
Vergleich zur nicht pulsatilen HLM zur keiner Abnahme der neutrophilen Granulozyten. Dies
deutet somit daraufhin, dass ein Entziindungsgeschehen wahrend einer HLM mit pulsatilem
Blutfluss vorlag. Diese Ergebnisse stimmen mit den von BRANDES et al. (2002) tberein.
BRANDES et al. (2002) untersuchten in einem Ferkelmodell die Anzahl von Leukozyten in
der Lunge und kamen zu dem Ergebnis, dass es keine Unterschiede zwischen der pulsatilen
und nicht pulsatilen Gruppe gab. ENGELS et al. (2014) untersuchten in ihrer Studie das Blut
von menschlichen Patienten nach einer HLM-Operation. Das Blut wurde auf die neutrophile
Elastase, ein Marker flr eine Leukozytenaktivierung, untersucht. Dabei fanden ENGELS et
al. (2014) keinen Unterschied zwischen den Gruppen des pulsatilen Blutflusses und nicht

pulsatilen Blutflusses.

Die Ergebnisse der Alveolarseptendicken-Messung in dieser Arbeit lieRen ein entzlindliches
Geschehen und eine Odembildung in der Lunge vermuten. Die Septen der Pulsatilen-HLM-
Gruppe waren signifikant dicker als die Septen der Kontroll-Gruppe. Der pulsatile Blutfluss
war nicht in der Lage die Septendicke, verglichen mit der HLM-Gruppe, zu minimieren.
BRANDES et al. (2002) stellten in ihrer Studie ebenfalls fest, dass ein pulsatiler Blutfluss zu
keiner Abnahme von Odemen in der Lunge flihrte.

Neben der Entziindung spielte auch die Apoptose eine wichtige Rolle in diesem Versuch. Die
Untersuchung von AIF als Marker fir den programmierten Zelltod auf Caspase-
unabhangigem Weg zeigte, dass in der Pulsatilen-HLM-Gruppe die Anzahl AlF-positiver

Zellkerne signifikant hoher als in der Kontroll-Gruppe, im Vergleich zur nicht pulsatilen
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HLM-Gruppe jedoch gleich geblieben war. Das zeigt, dass der pulsatile Blutfluss das
Apoptosegeschehen in der Lunge nicht minimierte. RAMLAWI et al. (2006) bestatigten diese
Ergebnisse, indem sie feststellten, dass AIF im Myokard nach Gebrauch der HLM aufgrund
von Ischdmie und Reperfusion anstieg. Eine mdgliche Ursache fur den Anstieg von AlIF und
der damit einhergehenden Apoptoseeinleitung kénnen zum einen die hypoxischen Zusténde
im Lungengewebe und zum anderen aber auch freie Radikale sein. ROS konnen am
Mitochondrium als Apoptose-einleitende Stimuli wirken. Dabei wird das Mitochondrium
stimuliert, AIF freizugeben. AIF wandert aus dem Intermembranraum des Mitochondriums
aus und es folgt eine Akkumulation des AlFs im Zellkern, wo durch AIF die Apoptose
eingeleitet wird (SEVRIOUKOVA 2011). YAKES und VAN HOUTEN (1997) zeigten, dass
die Prasenz von ROS, wie dies bei einem Ischamie-/Reperfusionsschaden der Fall war, zu
mitochondrialen DNA-Schaden fuhrte. Diese waren schwerwiegender und traten schneller auf
als Schéden an der DNA von Zellkernen. Daraus resultierte ein Funktionsverlust des
Mitochondriums und es kam vermehrt zu Apoptosen. Somit kann man zusammenfassen, dass
die Pulsation moglicherweise nicht zu einer Abnahme des AIF-positiven Anteils fuhren
konnte, weil auch wahrend der pulsatilen HLM hypoxische Bedingungen vorlagen. Diese
resultierten in vermehrter ROS Produktion und fuhrten zu mitochondrialen Sch&den und einer
AIF-Aktivierung.

Ein weiterer Marker, der in dieser Arbeit untersucht wurde, ist die Cleaved Caspase 3, welche
einen programmierten Zelltod initiiert (CAKIR et al. 2011). Die Ergebnisse der Experimente
hoben hervor, dass die Pulsatile-HLM-Gruppe einen signifikant hoheren Anteil an Cleaved
Caspase 3-positiven Zellkernen hatte als die Kontroll-Gruppe. Dabei zeigte die pulsatile HLM
im Vergleich zur nicht pulsatilen HLM keine Veranderungen. PORTER und JANICKE
(1999) beschrieben, dass bei Schdden am Mitochondrium, beispielsweise durch Defekte der
Permeabilitats-Transitions-Pore, Cytochrom C freigegeben wird. Cytochrom C aktiviert dann
die Cleaved Caspase 3 und es kommt zu einem programmierten Zelltod. Der Anstieg der
Cleaved Caspase 3 lasst sich moglichweise mit der bereits erwdhnten Theorie untermauern,
dass es aufgrund der Hypoxie zur vermehrten ROS-Bildung kommt, wodurch mitochondriale

Schaden induziert werden.

Im Alveolarepithel waren bei einigen der untersuchten Faktoren jedoch auch signifikante
Unterschiede zwischen der HLM-Gruppe und der Pulsatilen-HLM-Gruppe zu beobachten. So

induzierte die Pulsation eine signifikante Abnahme von PAR. Zur Aktivierung der PARP und
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damit vermehrten Synthese von PAR kommt es, wenn es beispielsweise durch DNA-
Strangbriiche oder durch ROS-induzierte Zellschaden stimuliert wurde (GARCIA und
CONDE 2015, LOVE et al. 1999). Allerdings wird PARP erst zu einem spéteren Zeitpunkt in
der Apoptoseeinleitung aktiv (RAMLAWI et al. 2006). Eine Hypothese ist, dass die Cleaved
Caspase 3 in der Lage ist, PARP zu spalten (KURIBAYASHI et al. 2014). Dies konnte die
Ursache dafir sein, dass nur wenige PAR-positive Zellkerne nachweisbar waren. SALAMEH
et al. (2015") beschrieben, dass PARP-aktivierende DNA-Strangbriiche durch Peroxynitrit
verursacht werden kdnnen. Peroxynitrit nitrolysiert Tyrosinreste, wobei Nitrotyrosin entsteht.
Nitrotyrosin wird mit einer Zelltodeinleitung in Verbindung gebracht (FRANCO und
ESTEVEZ 2014). In dieser Arbeit war der Anteil von Nitrotyrosin-positiven Zellkernen bei
der Pulsatilen-HLM-Gruppe geringer als bei der nicht pulsatilen HLM. Der verminderte
Nitrotryrosinanteil korreliert mit einer geringeren Peroxynitritaktivierung, wodurch es
maoglich ware, dass weniger DNA-Schaden induziert wurden und es dadurch zu geringerer
PARP-Aktivierung kam. SALAMEH et al. (2015°) beobachteten an der Niere aufgrund einer
Pulsation ebenfalls eine Abnahme von Nitrotyrosin und vermuteten, dass dies eine Folge von
besserer Durchmischung von Blutbestandteilen sei. Diese ging mit einer verbesserten

Sauerstoffversorgung und einem vermindertem ATP-Verbrauch des Gewebes einher.

Die ATP-Reserven des Lungengewebes konnten in der hier vorliegenden Arbeit durch die
Pulsation signifikant hoher gehalten werden als bei der nicht pulsatilen HLM. Dies kann
durch die von SERRAINO et al. (2012) beschriebene verbesserte Perfusion der Lunge uber
die Arteriae bronchiales zustande gekommen sein. Mdglich wére damit auch, dass eine
verbessere Durchmischung der Blutbestandteile durch die Pulsation einen positiven Effekt auf
die ATP-Reserven hatte (SALAMEH et al. 2015"). SIEPE et al. (2008) perfundierten in ihrem
Schweinemodell die Lunge wahrend der gesamten HLM-Operation kontinuierlich Gber die
Pulmonalarterie. Diese Studie zeigte, dass es schon aufgrund der direkten Perfusion zu einer
Reduktion der Apoptose und der Entzindung kam. Dieser positive Einfluss auf das
Lungengewebe konnte durch einen pulsatilen Blutfluss noch intensiviert werden. Eine weitere
Hypothese, wie es zum Erhalt der ATP-Reserven durch die Pulsation kam, konnte die
Féahigkeit der Cleaved Caspase 3 sein, PARP abzubauen (KURIBAYASHI et al. 2014). Bei
einer Aktivierung von PARP kommt es unter ATP-Verbrauch zur Synthese von PAR
(VIRAG et al. 2013). Da in dieser Arbeit die Aktivitat der Cleaved Caspase 3 wahrend der

Pulsation hoch war, wurde maoglicherweise ein Anteil von PARP abgebaut. Es kam zu einer
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geringeren Synthese von PAR durch PARP, sodass ATP nicht vermehrt verbraucht wurde und

sich anh&ufen konnte.

TNFa, als ein Marker fiir Entziindungsgeschehen, wurde durch den pulsatilen Blutfluss
vermindert. Der TNFa-Wert der Pulsatilen-HLM-Gruppe lag signifikant unter dem Wert der
HLM-Gruppe. Verschiedene Studien beschreiben, dass Alveolarmakrophagen fiir das
Entfernen von Pathogenen aus der Lunge zustandig sind. Dafur produzieren sie Zytokine wie
TNFa (GWYER FINDLAY et al. 2012). KOTANI et al. (2000) diskutierten in ihrer Studie,
dass die Alveolarmakrophagen empfindlicher auf den Einfluss einer HLM reagierten und
mehr TNFa produzierten als die Makrophagen im Plasma. Dabei kam es in den Alveolen im
Vergleich zum Plasma zur vermehrten TNFa-Expression. Sie zeigten, dass TNFo unter dem
Einsatz einer HLM durch den Kontakt des Blutes mit einer synthetischen Maschine anstieg.
Transferiert man diese Erkenntnis auf die in dieser Studie erhobenen Ergebnisse, so konnte
die pulsatile HLM, aufgrund der Abnahme von TNFa, die entziindliche Reaktion auf ein
synthetisches System verringern und damit zu geringeren Schaden an Blutbestandteilen
fuhren. KANG et al. (2010) und GU et al. (2005) fanden heraus, dass es keinen Unterschied
zwischen einem pulsatilen und einem nicht pulsatilen Blutfluss im Hinblick auf die Hamolyse
und Blutzellschaden gab. UNDAR et al. (1999) hingegen schilderten geringe Bluttrauma
durch einen pulsatilen Blutfluss. Nimmt man nun an, dass die Pulsation mit geringem
Bluttrauma einhergeht, wirde daraus folgen, dass es weniger geschéadigte Blutbestandteile
gab, die von Makrophagen hatten entfernt werden mussen. Somit konnte die verminderte
Makrophagenaktivitdt mit einer verminderten Ausschiittung von TNFa einhergehen. O’NEIL
et al. (2012) zeigten in ihrer Studie, dass die Pulsation mit einer verbesserten Mikrozirkulation
einherging und dies eine Abschwachung des Entziindungsgeschehen mit sich brachte. SIEPE
et al. (2008) zeigten in ihrer Studie, bei der wéhrend einer HLM eine pulsatile Perfusion tber
die Pulmonalarterie mit einer nicht pulsatilen Perfusion verglichen wurde, dass es zu einer
Abnahme von TNFa und der damit einhergehenden Entziindungsreaktionen kam. Dabei
spekulierten SIEPE et al. (2008), dass ein entzundliches Geschehen nicht durch die HLM
selbst ausgeltst wurde, sondern durch die Veranderungen in der Perfusion. Sie vermuteten,
dass die pulsatile Perfusion vorteilhaft sei, da sie der natirlichen Perfusion der Lunge am

ahnlichsten sei.

Interessant ist, dass die untersuchten Faktoren, die mit dem Mitochondrium (AIF und Cleaved

Caspase 3) in Verbindung stehen, durch die Pulsation nicht beeinflusst wurden. Hingegen
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wurde bei den untersuchten Faktoren, die nicht aus dem Mitochondrium stammten (PAR und
Nitrotyrosin), durch die Pulsation eine Verbesserung erzielt. Eine mogliche Erklarung dafr
kénnte sein, dass die mitochondriale DNA im Gegensatz zur nuklearen DNA 50-mal
empfindlicher gegeniiber oxidativen Schéden ist. Es wird vermutet, dass dies an den
beschrankten Reparaturmdoglichkeiten der mitochondrialen DNA liegt. Wahrend einer
Entzindung entstehen durch ROS und Stickstoffspezies Schaden am Mitochondrium
(SCHUMACKER et al. 2014). Geschadigte mitochondriale DNA kann ins Zytosol
freigegeben werden und aktiviert dort Inflammasomen, sodass es zu einer weiteren
Entzindungsreaktion kommt (YUE und YAO 2016). Diese Entziindungsreaktion spiegelt sich
in diesem Experiment in der Anzahl der neutrophilen Granulozyten und den verdickten

Alveolarsepten wieder.

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass ein pulsatiler Blutfluss Zellschdden im Alveolarepithel,
die durch PAR, TNFa oder nitrosativen Stress induziert wurden, verringern kann. Die
Hypoxie (HIF-1 erhoht) und die Apoptose (AIF und Cleaved Caspase 3 erhoht), genauso wie
die Verdickung der Septen und die Infiltration von Neutrophilen als Zeichen fiir ein
Entzlindungsgeschehen, wurden nicht positiv beeinflusst. Diese Kontroversitat lasst sich auch
in der Literatur wiederfinden. Aus diesen Grinden sollte es weitere Untersuchungen mit
einem standardisierten Protokoll geben. Es sollte eine einheitliche Empfehlung Uber die
Verfahrensweisen zur Verwendung der Pumpenart oder der Anzahl der Schlédge pro Minute,
mit denen sich die physiologischen Gegebenheiten am besten reproduzieren lassen,
herausgegeben werden. Es sollten weitere Untersuchungen zur zusétzlichen Perfusion der
Lunge mit einem pulsatilen Blutfluss Uber die Arteriae pulmonales, wie SIEPE et al. (2008)

sie vorstellten, durchgefiihrt werden.
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5.3 Einfluss des Minocyclins wahrend einer HLM auf die Lunge

Minocyclin ist ein Tetracyclin, welches neben seiner bakteriostatischen auch zellprotektive
Wirkungen hat (ULGEN et al. 2011, JORDAN et al. 2007). Der Einfluss von Minocyclin
wéhrend Ischamie- und Reperfusionsschaden wurde bereits an verschiedenen Organen
untersucht (ULGEN et al. 2011, JORDAN et al. 2007, THIND et al. 2015, HUANG et al.
2010, SALAMEH et al. 2015, DHEIN et al. 2015). In dieser Arbeit wurde untersucht,
inwiefern Minocyclin auch in der Lunge HLM-induzierten Schéaden entgegenwirken kann.

Minocyclin verringerte nicht die HLM-bedingte erhohte Expression von AIF und Cleaved
Caspase 3. Hinsichtlich der Cleaved Caspase 3-Expression fuhrte Minocyclin sowohl im
Alveolarepithel als auch im Bronchialepithel zu keiner Verringerung der Expression. Die
HLM+Minocyclin-Gruppe hatte signifikant mehr Cleaved Caspase 3-positive Zellen im
Alveolarepithel als die Kontroll-Gruppe. Das lasst darauf schlieRen, dass Minocyclin keine
antiapoptotische Wirkung auf Caspase 3-abhangigem Weg entwickeln konnte.

Weiterhin wurde durch Minocyclin in dieser Arbeit die AIF-Expression im Alveolarepithel
nicht verringert. AIF war im Alveolarepithel in der Kontrolle+Minocyclin-Gruppe und in der
HLM+Minocyclin-Gruppe signifikant hoéher als in der Kontroll-Gruppe. Entscheidend ist
hierbei, dass die Faktoren AIF und Cleaved Caspase 3, die auf apoptotische Reize hin vom
Mitochondrium freigegeben werden, sich durch Minocyclin nicht beeinflussen lieRen. Daraus
lasst sich ableiten, dass Minocyclin wahrend der HLM keine Wirkung auf das Mitochondrium
hatte.

Eine teilweise protektive Wirkung auf das Lungengewebe wurde durch Minocyclin hingegen
im Hinblick auf AIF im Bronchialepithel, Nitrotyrosin im Bronchial- und Alveolarepithel,
PAR im Alveolarepithel sowie der Anzahl der neutrophilen Granulozyten erzielt. Im
Bronchialepithel lieR sich unter Kontrollbedingungen durch das Minocyclin ein signifikanter
Anstieg der AlF-positiven Zellkerne vermerken. Dennoch fuhrte Minocyclin zur signifikanten
Verringerung der AIF-Expression wahrend der HLM. Im Bronchialepithel zeigte Minocyclin
somit eine protektive Wirkung durch Abmilderung der Apoptoseinduktion des AlFs. Diese
Eigenschaft zeigte Minocyclin auch in Untersuchungen an Kaninchenherzen und am
Hippocampus und den Nieren von Schweinen (SALAMEH et al. 2015*°, DHEIN et al. 2015).
In Bezug auf die PAR-positiven Zellen fihrte Minocyclin im Alveolarepithel zu einem

positiven Effekt. In der HLM+Minocyclin-Gruppe war PAR signifikant niedriger als in der
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HLM-Gruppe, aber dennoch signifikant hoéher als in der Kontroll-Gruppe. Im
Bronchialepithel und im GefalRendothel zeigte Minocyclin keinen protektiven Effekt. Diese
Eigenschaft beobachteten auch ALANO et al. (2006), die beschrieben, dass Minocyclin
PARP direkt hemmen kann und auf diese Weise neuroprotektiv und antiinflammatorisch
wirkt. In einer Studie von TAO et al. (2010) wurde ebenfalls eine direkte Hemmung von
PARP durch Minocyclin im Rattenherzen festgestellt. Durch die Hemmung von PARP wurde
durch Abnahme von offenen mitochondrialen Permeabilitatsporen und einem geringeren
NAD"-Verbrauch ein Zellsterben verhindert. Bei einer Aktivierung von PARP wird PAR
unter NAD"- und ATP-Verbrauch synthetisiert (VIRAG et al. 2013). In der hier vorliegenden
Arbeit korrelierte die Minocyclin-bedingte PAR-Hemmung wahrend der HLM mit den
Ergebnissen der ATP-Messungen. Minocyclin erhohte den ATP-Gehalt des Lungengewebes
signifikant gegenuber der HLM-Gruppe, wodurch sich die von VIRAG et al. (2013)
beschriebene Verbindung von ATP und PARP bestatigen lieB. Minocyclin fiihrte im
Alveolarepithel zu einer Verringerung Nitrotyrosin-positiver Zellen wahrend der HLM. Zwar
lagen die Werte in der HLM+Minocyclin-Gruppe signifikant hoher als in der Kontroll- und
der Kontrolle+Minocyclin-Gruppe, aber dennoch signifikant niedriger als in der HLM-
Gruppe. Im Bronchialepithel verminderte Minocyclin ebenfalls im Vergleich zur HLM-
Gruppe den Anteil Nitrotyrosin-positiver Zellen signifikant. Somit fiihrte die Minocyclingabe
wéhrend der HLM zu einer signifikanten Abnahme der Nitrotyrosin-positiven Zellen. Dieses
Ergebnis zeigte sich auch in der Niere und wurde mit einem antioxidativen Effekt in
Zusammenhang gebracht (DHEIN et al. 2015). Da Nitrotyrosin ein Marker fiir oxidativen
Stress und Peroxinitrit-vermittelte Gewebsschaden ist (GOW et al. 2004, FISCHER et al.
2003, MEHLHORN et al. 2003), l&sst die beobachtete Hemmung des Nitrotyrosin annehmen,
dass Minocyclin eine antioxidative Wirkung hat. KRAUS et al. (2005) stellten in einem
neuronalen Rattenmodell fest, dass Minocyclin neuroprotektiv agiert und einen Zelltod
verhindert, indem es Uber seinen Phenolring als Antioxidans und Radikalfanger agiert.
Nitrotyrosin kann entstehen, indem Tyrosin mit einem Peroxinitritradikal, welches selbst
durch eine Verbindung von Stickstoffmonoxid mit einem Superoxidanion entsteht, reagiert
(SUGIURA und ICHINOSE 2011). LIN et al. (2001) entdeckten in einer Untersuchung an
Rattenneuronen, dass durch Stickstoffmonoxidradikale-induzierte neuronale Schaden durch
Minocyclin verhindert werden kdnnen. Minocyclin hemmt dabei die durch Radikale aktivierte
p38 MAPKinase. Dies zeigt, dass Minocyclin neben seiner direkt antioxidativen Wirkung

noch weitere protektive Wirkungen gegeniber Stickstoffmonoxidradikal-vermittelten
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Zellschéden entwickelt. Durch diese Radikal-vermittelten Schaden kdnnen unter anderem
Entzlindungen entstehen. Betrachtet man die Anzahl neutrophiler Granulozyten als Marker fir
die  Entzlindungsreaktion, so war Minocyclin, verglichen zur HLM ohne
Medikamenteneinsatz, in der Lage die Anzahl neutrophiler Granulozyten zu senken. Das
Signifikanz- und Kontrollniveau wurde hierbei jedoch nicht erreicht. Das lasst darauf
schlieBen, dass Minocyclin fahig war, die Entziindungsreaktion im Lungengewebe zu

minimieren, aber nicht vollstdndig zu verhindern.

Durch Minocyclin wurde in dieser Arbeit die Alveolarseptendicke sowie die Anzahl TNFa-
und HIF-1-positiver Zellen, trotz HLM, auf Kontrollniveau gehalten. Die Gruppe der
Schweine, die mit Minocyclin behandelt wurden, zeigten signifikant diinnere Alveolarsepten
als die HLM-Gruppe. Die Septendicke der HLM+Minocyclin-Gruppe war nur geringgradig
dicker als die Septen der Kontrolle+Minocyclin-Gruppe. Dies legt nahe, dass Minocyclin die
Entziindungsreaktion in der Lunge und die damit einhergehende Odembildung verhindern
konnte. In einer Untersuchung von SALAMEH et al. (2015%) am Schwein kam es im

Hippocampus durch die Gabe von Minocyclin ebenfalls zur Odemabnahme.

Diese antiinflammatorische Wirkung von Minocyclin zeigte sich auch im Zusammenhang mit
TNFa. Die TNFa-positiven Zellen waren in der HLM+Minocyclin-Gruppe sowohl im
Alveolarepithel als auch im Bronchialepithel signifikant niedriger als in der HLM-Gruppe.
Minocyclin konnte unter dem Einsatz der HLM die TNFa-positiven Zellen in den Alveolen
auf Kontrollniveau halten und somit einer Entziindungsreaktion im Lungengewebe
entgegenwirken. Diese entziindungshemmende Wirkung des Minocyclins untersuchten auch
HUANG et al. (2010) in Neuronen und Mikrogliazellen. Dabei wurde die schadliche Wirkung
von TNFo wihrend ischdmischer Zustinde durch das Minocyclin in den Mikrogliazellen
gehemmt. Minocyclin minimierte neben seiner antiinflammatorischen Wirkung in dieser
Studie auch die hypoxischen Zustdnde in der Lunge. Das Alveolarepithel zeigte weniger
Hypoxie-bedingte Schaden nach Gabe von Minocyclin, da die HLM+Minocyclin-Gruppe
signifikant weniger HIF-1-positive Zellkerne aufwies als die HLM-Gruppe. Dabei sank in der
HLM+Minocyclin-Gruppe der Wert nahezu auf Kontrollniveau. In einer Studie von ATAIE-
KACHOIE et al. (2015), die an Ovartumoren den Einfluss von Minocyclin testeten, hemmte
Minocyclin die Hypoxie-induzierte HIF-1-Expression signifikant. Sie vermuteten, dass
Minocyclin die HIF-1-Expression hemmt, indem es die Stabilitdt von HIF-1 verringert. Dies

begriindeten sie darin, dass die HIF-1-Halbwertszeit unter der Prasenz des Minocyclins kirzer
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war. Auch vermuteten sie, dass Minocyclin die Signalkaskade der MAPK hemmt und damit

uber diesen Weg die Bildung von HIF-1 begrenzte.

In dieser Arbeit zeigte sich, dass Minocyclin wahrend einer HLM den Abfall von ATP sowie
die Odembildung signifikant verminderte. Auch kam es zur signifikanten Abnahme der
positiven Zellen fiir AIF, Nitrotyrosin und TNFa in den Bronchiolen sowie HIF-1, PAR,
Nitrotyrosin und TNFa im Alveolarepithel. Damit zeigte sich durch die Abnahme von TNFa,
Odemen und neutrophilen Granulozyten unter HLM-Bedingungen die antiinflammatorische
Wirkung von Minocyclin in der Lunge. Ebenso erwies sich durch den ATP-Erhalt eine den
Energiehaushalt der Zelle erhaltende Wirkung des Minocyclins. Zuséatzlich fiihrte Minocyclin
zu einer Hemmung der HIF-1-Translokation. Die Apoptoseinduktion wurde in dieser Arbeit
durch Minocyclin auf AlIF- und Cleaved Caspase 3-abhangigem Weg nicht verhindert, wohl
aber auf PAR-abhéngigem Weg. HUANG et al. (2010) beschrieben den Einfluss von
Minocyclin auf einige Faktoren in verschiedenen Zelltypen, wobei dieser Einfluss in den
verschiedenen Zelltypen unterschiedlich war. So hemmte Minocyclin die TNFa-Expression in
Mikrogliazellen aber nicht in Neuronen. Dieser Gedanke konnte eine mogliche Erklarung fir
die unterschiedlichen Reaktionen auf das Minocyclin im Alveolarepithel, Bronchialepithel
und GeféalRendothel sein. Dennoch fiihren die Ergebnisse dieser Arbeit zu dem Schluss, den
Einsatz von Minocyclin wahrend einer HLM-Operation als lungen-protektive Mallnahme zu

empfehlen.
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6 Zusammenfassung

Untersuchung der protektiven Wirkung von Minocyclin und einem pulsatilen Blutfluss

auf die Lunge unter Einfluss einer Herz-Lungen-Maschine im Ferkelmodell

Kinder mit angeborenen Herzfehlern benétigen haufig chirurgische Korrekturen dieser
komplexen Fehlbildungen. Um eine Herzoperation mit hoher Qualitat durchfiihren zu kénnen,
gehort zum heutigen Standard die Nutzung einer Herz-Lungen-Maschine (HLM). Dabeli
ubernimmt die HLM die Atemfunktion der Lunge und die Pumpfunktion des Herzens. Es ist
bekannt, dass durch die Anwendung der HLM Ischamie- und Reperfusionsschaden entstehen
konnen. Diese konnen zum Teil zu schwerwiegenden Organschéden und Funktionsstérungen
fihren. Da die Lunge wihrend der HLM kaum durchblutet wird, konnen Odeme,
Entzindungen und Atelektasen entstehen, welche ein respiratorisches Versagen zur Folge
haben konnen. Aufgrund dieser Begleitschaden ist es von grofRem Interesse, protektive
Malnahmen zum Erhalt der Lungenfunktion zu entwickeln. Daher wurde im Rahmen dieser
Arbeit folgenden Fragestellungen nachgegangen: 1.) Welchen Einfluss hat die HLM auf das
Lungengewebe? 2.) Konnen HLM-induzierte Lungensché&den durch die Gabe von Minocyclin
reduziert werden? 3.) Koénnen HLM-induzierte Lungenschdden durch eine HLM mit
pulsatilem Blutfluss minimiert werden?

Zur Klérung dieser Fragestellung wurde durch GERDOM (2014), DHEIN et al. (2015) und
SALAMEH et al. (2015*) bei 4-Wochen alten Angler-Sattel-Schweinen (8-15kg) der Effekt
von Minocyclin und eines pulsatilen Blutflusses unter Einsatz der HLM getestet. Hierflr
wurden die Tiere in funf Versuchsgruppen eingeteilt: Kontrolle, Kontrolle+Minocylin, HLM,
HLM+Minocyclin, Pulsatile-HLM. Die Gruppen, die Minocyclin erhielten, bekamen 4mg/kg
Minocyclin vor und 2 mg/kg Minocylin nach HLM. Der pulsatile Blutfluss wurde mit 70%
Pulsation und 100 Schldgen/Minute gefahren. Nach Versuchsende wurden die Tiere
euthanasiert und Lungenbiopsien wurden entnommen. Diese wurden in der hier vorliegenden
Arbeit histologisch (Hamatoxylin-Eosin-Farbung) und immunhistochemisch (Apoptose-
induzierender Faktor (AIF), Hypoxie-induzierter Faktor (HIF), Poly (ADP) Ribose (PAR),
Tumornekrosefaktor alpha (TNFa), Nitrotyrosin und Cleaved Caspase 3) untersucht.
AuBerdem wurde der ATP-Gehalt des Lungengewebes errechnet. Die Ergebnisse zeigen, dass
die Alveolen und die Bronchiolen besonders empfindlich gegenlber der HLM reagierten,
wohingegen das GefaRendothel am wenigsten beschadigt wurde. Minocyclin und der pulsatile

Blutfluss waren am Bronchialepithel und Geféaliendothel weniger wirksam. Die HLM fihrte
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am Lungengewebe zu oxidativen und nitrosativen Stress sowie zu hypoxischen Bedingungen
(Nitrotyrosin und HIF-1 waren nach HLM signifikant erhoht). Am Alveolarepithel
minimierten Minocyclin und der pulsatile Blutfluss den nitrosativen Stress signifikant.
Minocyclin konnte zusatzlich noch die hypoxischen Schaden signifikant abmildern. Die
hypoxischen Bedingungen wahrend der HLM konnen zur Radikalbildung und damit
einhergehenden Zellschéden, wie Apoptosen und Entziindungen flhren. PAR, als ein Marker
der Apoptoseinduktion, war nach HLM signifikant erhoht. Dies lasst sich darauf
zuriickfihren, dass bei apoptotischen Stimuli PAR unter ATP-Verbrauch produziert wird. Die
Synthese von PAR und der ATP-Verbrauch wurden sowohl durch Minocyclin als auch durch
den pulsatilen Blutfluss signifikant reduziert. PAR ist in der Lage, das Mitochondrium zu
stimulieren und AIF freizugeben. Die Untersuchungen zeigten, dass es unter HLM-Bedingung
zur signifikant vermehrten AlF-Freigabe kam. AIF selbst kann direkt zu einer Apoptose
fiihren oder tber eine Cytochrom C-Stimulation die Cleaved Caspase 3 aktivieren. Auch diese
war nach HLM signifikant erhoht. Die HLM fiuhrte somit auf Caspase-abhéngigen und -
unabhéngigen Wegen zur Induktion einer Apoptose. Weiterhin kam es wéhrend der HLM zu
entzlindlichen Prozessen am Lungengewebe. Der Durchmesser der Alveolarsepten und die
Anzahl neutrophiler Granulozyten waren nach HLM signifikant erhéht. Minocyclin flihrte zur
Abnahme beider Parameter. Die TNFa-Expression, als weiterer Entziindungsmarker, war
wahrend der HLM signifikant erhoht und wurde durch einen pulsatilen Blutfluss und einer

Minocyclingabe signifikant verringert.

Zusammenfassend konnen die Fragestellungen wie folgt beantwortet werden: Die HLM
fiihrte am Lungengewebe zu oxidativem Stress, welcher mit Apoptosen und Entziindungen
einherging. Durch Minocyclin wurden die hypoxischen Bedingungen, die PAR-Stimulation,
der ATP-Verbrauch und die Entziindungsreaktion abmildert. Die Pulsation beeinflusste den
ATP-Verbrauch, die Nitrotyrosin, PAR und TNFa-Expression. Somit wurde gezeigt, dass der
pulsatile Blutfluss und Minocyclin in der Lage waren, Schaden abzumildern, die den Zellkern
betrafen. Faktoren, die aus dem Mitochondrium stammten (Cleaved Caspase 3, AIF) wurden
nicht beeinflusst. Dies konnte an der hoheren Empfindlichkeit der mitochondrialen DNA
liegen, was in folgenden Studien untersucht werden miusste. Wéhrend des Versuches wurde
keine zusatzliche Lungenperfusion Uber die Arteriae pulmonales durchgefiihrt. Die

zusatzliche Perfusion koénnte zu einer verbesserten Protektion der Lunge fihren. Die
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Ergebnisse dieser Arbeit er6ffnen in der kardialen Kinderchirurgie neue Perspektiven im

Hinblick auf die Unterstiitzung der Lungenfunktion wahrend einer HLM-Operation.

/  Summary

Analysis of the protective effect of minocycline and pulsatile blood flow on the lung

tissue under influence of cardiopulmonary bypass in a piglet model

Children with congenital heart diseases often need corrective surgery. It is necessary to use a
cardiopulmonary bypass (CPB) to guarantee a high standard surgery. The CPB replaces the
respiratory function of the lung and the pump function of the heart. Although the application
of CPB has become indispensable, negative side effects such as ischemia reperfusion injuries
can appear. The lung is not perfused with blood and not ventilated during CPB. Due to this
missing perfusion edema, inflammation and atelectasis can appear and can lead to pulmonary
dysfunction or acute respiratory distress syndrome. Based on this issue, there is a huge
interest in lung protective strategies. Therefore the aim of this study was to evaluate possible
lung injuries after CPB and to assess whether different flow modalities (pulsatile vs. non-
pulsatile flow) or application of the antibiotic minocycline might be of advantage.

To answer this question GERDOM (2014), DHEIN et al. (2015) and SALAMEH et al.
(2015*®) investigated the effect of minocycline and pulsatile blood flow during CPB in 4
weeks old angler-saddle-pigs (8-15kg). Therefore they analyzed five experimental groups of
piglets: control group, control group + minocycline, CPB (non-pulsatile flow), CPB (pulsatile
flow), CPB + minocycline. The groups of minocycline received 4mg/kg minocycline before
CPB and 2mg/ kg minocycline after CPB. The pulsatile blood flow was 70% pulsation and
100 beats per minute. The piglets were euthanized after surgery and lung biopsies were taken.
Within this study the lung biopsies were analyzed histologically (hematoxylin eosin staining)
and by immunohistochemistry for apoptosis inducing factor (AIF), hypoxia induced factor
(HIF-1), poly (ADP) ribose (PAR), tumor necrosis factor alpha (TNFa), nitrotyrosine and
cleaved caspase 3. Additionally, the ATP concentration in lung tissue was calculated from

provided data material.

The results showed that the alveolar and the bronchial tissue were very sensitive for CPB
induced injuries. The blood vessels were less injured by CPB. Minocycline and pulsatile
blood flow were less effective on the bronchial and vessel tissue compared to the alveolar

tissue. CPB induced oxidative and nitrosative stress and hypoxic conditions on the lung tissue
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as nitrotyrosine and HIF-1 were significantly increased after CPB. Minocycline and pulsatile
flow were able to attenuate the nitrosative stress significantly on the alveolar tissue.
Furthermore, minocycline attenuated the hypoxic injuries. Hypoxic conditions during CPB
can lead to radical formation and cell damage such as apoptosis and inflammation. PAR is a
marker of apoptosis and was significantly increased after CPB. Minocycline was able to
decrease the PAR formation and the ATP depletion. PAR itself can stimulate the
mitochondria to release AIF. The AIF expression after CPB was significantly increased. AlF
can either directly induce apoptosis or stimulate the mitochondria to release cytochrome c.
Cytochrome c in turn stimulates the cleaved caspase 3, which also induces apoptosis. The
cleaved caspase 3 was significantly increased after CPB. In summary, the CPB induces
apoptosis including caspase dependent and independent pathways. Furthermore CPB leads to
inflammation of the lung tissue. The thickness of the alveolar septa and the amount of
neutrophilic granulocyte were significantly increased after CPB and were attenuated by
minocycline. TNFa as a marker of inflammation was significantly increased after CPB.
Minocycline and pulsatile blood flow were able to attenuate the TNFao expression.

In conclusion CPB induced oxidative stress, apoptosis and inflammation. Minocycline
decreased HIF-1a, PAR, ATP depletion and inflammation. Pulsatile blood flow influenced the
ATP depletion and the expression of nitrotyrosine, PAR and TNFa. This demonstrated that
the pulsatile blood flow and minocycline were able to reduce cellular damage. Factors, which
were located in mitochondria (Cleaved Caspase 3, AIF) were not affected. This might be due
to the sensitivity of the mitochondrial DNA. These facts could be interesting for future
experiments. The lung was not perfused during this experiment. The additional perfusion
through the pulmonary arteries might be of advantage as another lung protective strategy and
should be evaluated in more detail. The results of this work opened up new vistas for the
pediatric cardiac surgery with regard to supporting lung function during CPB, as minocycline

as well as the pulsatile blood flow demonstrated lung protective properties.
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9 Anhang

9.1 Farbeprotokoll Hamatoxylin Eosin Farbung
1. Xylol 10 Minuten Entparaffinisieren
2. Xylol 3 Minuten Entparaffinisieren
3. Ethanol 100% 3 Minuten Dehydrieren
4. Ethanol 96% 3 Minuten Dehydrieren
5. Ethanol 70% 3 Minuten Dehydrieren
6. Ethanol 50% 3 Minuten Dehydrieren
7. Destilliertes Wasser 2 Minuten Waschen
8. Hamalaun nach Mayer 10 Minuten Kernfarbung
9. Leitungswasser 15 Minuten Blauen
10. 0,1 % Salzsdure ca. 10 Sekunden Spulen
11. 0,25 % Eosin G, wassrig 5 Minuten Zytoplasmafarbung
12. Destilliertes Wasser 1 Minuten Waschen
13. Ethanol 70% 3 Minuten Dehydrieren
14. Ethanol 96% 3 Minuten Dehydrieren
15. Ethanol 100% 3 Minuten Dehydrieren
16. Xylol 3 Minuten Reinigung
17. Xylol 3 Minuten Reinigung
18. Eindeckeln mit Entellan
19. Xylol zum Entfernen von Entellanresten
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9.2 Farbeprotokoll HIF-1a

Priméarantikorper:

Santa Cruz Biotechnology HIF-1a (H-206) sc- 10790 Lot # J3112
Rabbit polyclonal 1gG 200pg/ml (Verdiinnung: 1:100)

Sekundérantikorper:

Sigma- Aldrich Goat Anti Rabbit 1IgG # A 0545 (Verdinnung: 1:200)

Tag |

Xylol 3 x10 Minuten Entparaffinieren

EtOH 100% / 96% / 70% 3 x5 Minuten Waschen

dH,0 5 Minuten Rehydrieren

TBS 10 Minuten Waschen

0,01M Na Citrat 30 Minuten 98°C Permeabiliseren
15 Minuten Abkuhlen

TBS 3 x 5 Minuten Waschen

60% Methanol ; 40% TBS; 60 Minuten endogene Peroxidase blocken

0,1 % H,0,

TBS 3 x 5 Minuten Waschen

2% BSA in TBS 60 Minuten Blocken unspezifischer

Bindungsstellen

Primarantikorper
in 2% BSA in TBS

Uber Nacht: feuchte Kammer,
Kihlschrank 4°C

Tag Il
30 Minuten Bei Raumtemperatur

erwarmen

TBS 3 x 5 Minuten Waschen

Sekundérantikorper 60 Minuten

TBS 3 x 5 Minuten Waschen

AEC 20 Minuten Féarbung

TBS 2 X 5 Minuten Waschen

Hamalaun 2 Sekunden Kernfarbung

Scottpuffer 5 Minuten Blauen

Eindeckeln

Nagellack
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9.3 Farbeprotokoll AIF

Priméarantikorper:

Santa Cruz Biotechnology AIF (H-300) sc 5586 Lot # J1012
Rabbit polyclonal 19G 200pg/ml Verdinnung: 1:50

Sekundérantikorper:

Sigma- Aldrich Goat Anti Rabbit IgG # A 0545

Verdinnung: 1:200

Tag |

Xylol 3 x10 Minuten Entparaffinieren

EtOH 100% / 96% / 70% 3 x5 Minuten Waschen

dH,0 5 Minuten Rehydrieren

TBS 10 Minuten Waschen

0,01M Na Citrat 30 Minuten 98°C Permeabiliseren
15 Minuten Abkihlen

TBS 3 x5 Minuten Waschen

60% Methanol ; 40% TBS; 0,1 60 Minuten endogene Peroxidase blocken

% H,0,

TBS 3 x5 Minuten Waschen

2% BSA in TBS 60 Minuten Blocken unspezifischer

Bindungsstellen

Primarantikorper
in 2% BSA in TBS

Uber Nacht: feuchte Kammer,
Kihlschrank 4°C

Tag Il

30 Minuten Bei Raumtemperatur erwérmen
TBS 3 X 5 Minuten Waschen
Sekundérantikdrper 60 Minuten
TBS 3 x5 Minuten Waschen
AEC 20 Minuten Farbung
TBS 2 x 5 Minuten Waschen
Hé&malaun 2 Sekunden Kernfarbung
Leitungswasser 3 Minuten Blauen
Eindeckeln
Nagellack
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9.4 Farbeprotokoll PAR

Priméarantikorper:

BIO RAD Mouse anti Human Poly (ADP-Ribose) IgG
MCA 1480 ; Monoclonaler Antikérper (Verdinnung: 1:300)

Sekundérantikorper:

Sigma- Aldrich Goat Anti Mouse IgG # A 4416 Peroxidase Conjugate (Verdinnung: 1:200)

Tag |

Xylol 3 x10 Minuten Entparaffinieren

EtOH 100% / 96% / 70% 3 x5 Minuten Waschen

dH,0 5 Minuten Rehydrieren

TBS 10 Minuten Waschen

0,01M Na Citrat 30 Minuten 98°C Permeabiliseren
15 Minuten Abkihlen

TBS 3 x5 Minuten Waschen

60% Methanol ; 40% TBS; 0,1 60 Minuten endogene Peroxidase blocken

% H,0,

TBS 3 x5 Minuten Waschen

2% BSA in TBS 60 Minuten Blocken unspezifischer

Bindungsstellen

Primarantikorper
in 2% BSA in TBS

Uber Nacht: feuchte Kammer,
Kihlschrank 4°C

Tag Il

30 Minuten Bei Raumtemperatur erwédrmen
TBS 3 x5 Minuten Waschen
Sekundérantikdrper 60 Minuten
TBS 3 x5 Minuten Waschen
AEC 20 Minuten Farbung
TBS 2 x 5 Minuten Waschen
Hé&malaun 1 Minute Kernfarbung
Scottpuffer 5 Minuten Blauen
Eindeckeln
Nagellack
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9.5 Farbeprotokoll Cleaved Caspase 3

Priméarantikorper:

Cell Signaling Technology Cleaved Caspase-3 D 175 Rabbit Antibody # 9661 L

Lot. 43

Sekundérantikorper:

Ref 10/2014 (Verdunnung: 1:200)

Sigma- Aldrich Goat Anti Rabbit 1gG- Peroxidase # A 0545 (Verdinnung: 1:200)

Tag |

Xylol 3 x10 Minuten Entparaffinieren

EtOH 100% / 96% / 70% 3 x 5 Minuten Waschen

dH,0 5 Minuten Rehydrieren

TBS 10 Minuten Waschen

Tris-EDTA-Puffer 30 Minuten 98°C Permeabiliseren
20 Minuten Abkihlen

TBS 3 x5 Minuten Waschen

60% Methanol ; 40% TBS; 0,1 60 Minuten endogene Peroxidase blocken

% H,0,

TBS 3 x5 Minuten Waschen

2% BSA in TBS 60 Minuten Blocken unspezifischer

Bindungsstellen

Primarantikorper
in 2% BSA in TBS

Uber Nacht: feuchte Kammer,
Kuhlschrank 4°C

Tag Il

30 Minuten Bei Raumtemperatur erwérmen
TBS 3 x5 Minuten Waschen
Sekundérantikorper 60 Minuten
TBS 3 x5 Minuten Waschen
AEC 20 Minuten Farbung
TBS 2 x 5 Minuten Waschen
Hé&malaun 3 Sekunden Kernfarbung
Scottpuffer 5 Minuten Blauen
Eindeckeln
Nagellack
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9.6 Farbeprotokoll Nitrotyrosin

Priméarantikorper:

Millipore Anti Nitrotyrosin ; Cat. # 06-284; Lot # 2154194 (Verdinnung: 1:500)

Sekundarantikorper:

Sigma- Aldrich Goat Anti Rabbit 1IgG # A 0545 (Verdunnung: 1:200)

Tag |

Xylol 3 x10 Minuten Entparaffinieren

EtOH 100% / 96% / 70% 3 x5 Minuten Waschen

dH,0 5 Minuten Rehydrieren

TBS 10 Minuten Waschen

Tris-EDTA-Puffer 30 Minuten 98°C Permeabiliseren
15 Minuten Abkihlen

TBS 3 x5 Minuten Waschen

60% Methanol ; 40% TBS; 0,1 60 Minuten endogene Peroxidase blocken

% H,0,

TBS 3 x5 Minuten Waschen

4% Milch in TBS 60 Minuten Blocken unspezifischer

Bindungsstellen

Primarantikorper
in 2% BSA in TBS

Uber Nacht: feuchte Kammer,
Kihlschrank 4°C

Tag Il
30 Minuten Bei Raumtemperatur erwédrmen
TBS 3 x5 Minuten Waschen
Sekundérantikdrper 60 Minuten
TBS 3 x 5 Minuten Waschen
AEC 10 Minuten Farbung
TBS 2 x 3 Minuten Waschen
Eindeckeln
Nagellack
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9.7 Farbeprotokoll TNFa

Primarantikorper:

Santa Cruz Biotechnology TNFa (N-19): sc- 1350 Lot # C 1615 (Verdunnung : 1:100)

Sekundérantikorper:

Sigma- Aldrich Rabbit Anti Goat 1gG- Peroxidas # A 5420 8Verdlnnung: 1:200)

Tag |

Xylol 3 x10 Minuten Entparaffinieren

EtOH 100% / 96% / 70% 3 x5 Minuten Waschen

dH,0 5 Minuten Rehydrieren

TBS 10 Minuten Waschen

Tris-EDTA-Puffer 30 Minuten 98°C Permeabiliseren
15 Minuten Abkihlen

TBS 3 x5 Minuten Waschen

60% Methanol ; 40% TBS; 0,1 60 Minuten endogene Peroxidase blocken

% H,0,

TBS 3 x5 Minuten Waschen

2% BSA in TBS 60 Minuten Blocken unspezifischer

Bindungsstellen

Primarantikorper

Uber Nacht: feuchte Kammer,

in 2% BSA in TBS Kihlschrank 4°C
Tag Il
30 Minuten Bei Raumtemperatur erwérmen
TBS 3 x5 Minuten Waschen
Sekundérantikdrper 60 Minuten
TBS 3 x 5 Minuten Waschen
AEC 10 Minuten Farbung
TBS 2 x 3 Minuten Waschen
Eindeckeln
Nagellack

126




9.8

Ergebnisse der HPLC-Messung fir ATP, ADP und AMP
Noch nicht verdffentlichte Daten (DHEIN et al. (2015), SALAMEH et al. (2015*"))

Schwein ATP ADP AMP
pHg/mg Gewebe

Kontrolle
0,589 0,467 0,659
0,820 0,401 0,731
1,643 0,311 0,032
1,069 0,254 0,016
0,560 0,068 0,262
0,122 0,055 0,691
0,103 0,128 0,207

Kontrolle+Minocyclin
0,781 0,307 0,033
0,432 0,218 0,037
0,905 0,294 0,024
0,813 0,286 0,022
0,692 0,240 0,007
0,789 0,210 0,062
0,861 0,228 0,056

HLM
0,076 0,067 1,829
0,024 0,058 0,434
0,134 0,101 0,993
0,024 0,069 0,392
0,237 0,180 0,306

Pulsatile HLM
1,721 0,269 0,019
1,155 0,323 0,024
0,530 0,217 0,046
1,602 0,168 0,021
0,630 0,299 0,019
1,132 0,298 0,060
0,734 0,291 0,023

HLM+Minocyclin
0,888 0,119 0,012
0,448 0,222 0,283
0,838 0,127 0,300
0,640 0,151 0,232
0,761 0,175 0,268
0,584 0,169 0,227
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