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ZUSAMMENFASSUNG 1

MYOKARDIALE ZYTOKINAUSSCHUTTUNG IM RAHMEN
AORTOKORONARER BYPASSOPERATIONEN IN ABHANGIGKEIT VON DER

ART DER ALLGEMEINANASTHESIE

Zusammenfassung

Herzoperationen unter Einsatz der Herz-Lungen-Maschine (HLM) sind mit einer
voriibergehenden systemischen inflammatorischen Antwort assoziiert, die zur
Ausschiittung pro- sowie antiinflammatorischer Proteine fiihrt. Zu diesen Proteinen
gehoren die Zytokine Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-a), Interleukin 6 (IL6) und
Interleukin 10 (IL10). Die Produktion der Zytokine wird durch die Narkosefithrung
mit verschiedenen Anisthetika beeinflusst.

Zytokine gelten als entscheidender prognostischer Faktor kardiochirurgischer
Patienten, auch {iber den unmittelbar postoperativen Verlauf hinaus. Erhohte kardiale
TNF-a-Spiegel sind mit einem schlechteren Outcome nach kardiochirurgischen
Eingriffen assoziiert. Dabei spielt weniger der Zytokinspiegel an sich, als die
Anderung iiber die Zeit sowie das Verhiltnis der Menge der Zytokine zueinander die
entscheidende Rolle.

Neben der monozytdren Zytokinsynthese wird ein Teil der ausgeschiitteten Zytokine
im Myokard selbst gebildet. Myokardial synthetisiertes TNF-a hat dabei einen weit
groferen Einfluss auf die Abnahme der Kontraktilitit und die Apoptoserate als
systemisch freigesetzte Zytokine.

Im Rahmen der vorliegenden Untersuchung wurde mit Hilfe eines Katheters im
Sinus Coronarius die organspezifische Zytokinproduktion des Myokards im Verlauf
aortokoronarer Bypass (ACB)-Operationen gemessen. Der Einfluss dreier
verschiedener Narkoseregime auf unterschiedliche Zytokinkonzentrationen im
peripheren arteriellen Blut und im Blut des Sinus Coronarius wurde beschrieben und
analysiert. Im Hinblick auf die ,,multiple Hit Theorie des Multiorganversagens‘
wurde zusitzlich die Stimulierbarkeit peripherer mononukleédrer Blutzellen (PMBC)

im perioperativen Verlauf untersucht. Eine Abnahme deren Stimulierbarkeit
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korreliert laut vorhergehender Untersuchungen mit einem ungiinstigen

postoperativen Verlauf.

Im Zeitraum zwischen Mai 2005 und Januar 2007 wurden 63 Patienten in die
Untersuchung eingeschlossen. Zu verschiedenen Messzeitpunkten unmittelbar
préoperativ, intraoperativ sowie innerhalb der ersten 24 postoperativen Stunden
wurden jeweils ca. 10 ml Vollblut aus dem Koronarsinuskatheter sowie einem
peripherarteriellen Zugang entnommen. Daraus wurde nach ein- beziehungsweise
24-stlindiger ex-vivo-Kultur im Vollblutansatz die unstimulierte
Plasmakonzentration von IL6, IL10 und TNF-a sowie die nach Stimulation mit
Lipopolysaccharid (LPS) erreichten Konzentrationen von IL10 und TNF-a bestimmt.
Die Messung der Zytokinkonzentrationen erfolgte mittels enzyme linked

immunosorbent assay (ELISA).

Nur bei wenigen Patienten ergaben sich im unstimulierten Vollblutansatz oberhalb
der Detektionsgrenze liegende Mengen an TNF-o und IL10, so dass wenig
Aufschluss tiber den Verlauf deren Synthese gewonnen werden konnte. Allerdings
zeigen unsere Ergebnisse eine messbare myokardiale IL6-Produktion, deren Ausmal
und Verlauf durch die Art des Narkoseregimes beeinflusst wird. Eine
Narkosefiithrung mit Propofol verzdgert dabei sowohl die systemische, als auch die

kardiale proinflammatorische Zytokinproduktion.

Im Vergleich zur spontanen Zytokinausschiittung lieen sich nach Stimulation mit
LPS sowohl im peripheren arteriellen als auch im Coronarsinusblut signifikant und
im Ausmal} exponentiell gesteigerte Zytokinkonzentrationen messen. Auch bei
Patienten, bei denen die Menge an spontan freigesetztem Zytokin unterhalb der
Nachweisgrenze lag, konnte nach Stimulation eine Zytokinausschiittung
nachgewiesen werden.

Nach Ende der extrakorporalen Zirkulation (EKZ) kommt es sowohl im peripheren
arteriellen Blut als auch im Sinus Coronarius zu einem signifikanten Abfall der
gemessenen Plasmaspiegel von TNF-o und IL10. Im Vergleich zu Propofol und
Desfluran begiinstigt eine Narkosefiihrung mit Sevofluran dabei den anschlieBenden

Wiederanstieg der Zytokin-Synthese im peripheren arteriellen Blut.
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Signifikant niedrigere TNF-a-Spiegel unmittelbar nach Ende der EKZ im Blut des
Sinus Coronarius im Vergleich zum peripheren arteriellen Blut belegen die
eingeschriankte Reaktionsfdhigkeit des Myokards, nach einem kardiochirurgischen

Eingriff auf einen bakteriellen Stimulus zu reagieren.

Weiterfithrende Studien werden notwendig sein, um die klinische Relevanz des
Zeitverlaufs der verschiedenen Zytokin-Plasmaspiegel und die Bedeutung der
langeren  Suppression der  IL10-Synthese im  Coronarsinusblut nach
Sevoflurannarkose fiir die ldngerfristige postoperative Prognose kardiochirurgischer

Patienten zu beurteilen.
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MYOCARDIAL CYTOKINE SYNTHESIS DURING CORONARY ARTERY
BYPASS SURGERY AND ITS MODULATION BY DIFFERENT ANAESTHETIC

REGIMES

Summary

Cardiac surgery using cardiopulmonary bypass (CPB) causes activation of
inflammatory response. This is followed by increased levels of pro- and
antiinflammatory cytokines such as tumor necrosis factor alpha (TNF-a), interleukin
6 (IL6) and interleukin 10 (IL10). The use of different anaesthetic agents influences
the production of these cytokines.

Serum cytokine levels are a relevant prognostic factor in cardiosurgical patients not
only directly postoperative. High cardiac TNF-a-levels correlate with a poor clinical
outcome after cardiac surgery. It is not the level of each cytokine itself but more the
kinetics and the proportion of serum cytokine levels that play the most important
role. Most of the cytokines are synthesized by monocytes but cardiomyocytes also
take part in their production. Intramyocardially produced TNF-o decreases
cardiomyocyte contractility and increases apoptosis rate much more effectively than
systemic cytokines.

We measured myocardial cytokine synthesis during cornary artery bypass graft
(CABG), using a coronary sinus catheter. The influence of three different anaesthetic
regimes on the production of cytokines in peripheral arteries and coronary sinus was
measured and analysed. Due to “multiple hit theory of multi-organ injury” we
examined the stimulated ex-vivo cytokine response of peripheral mononuclear blood
cells (PMBC). A lower ability of PMBC to respond on stimulation is known to

correlate with an unfavourable postoperative outcome.

From May 2005 to January 2007, 63 patients were included in our study. Samples of
arterial and coronary sinus blood were collected at four different timepoints directly
preoperative, intraoperative and during the first 24 postoperative hours. Levels of

TNF-a, IL10 und IL6 in the supernatants of patient sera were measured after one-
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and 24-hour ex-vivo culture using enzyme linked inmunosorbent assays (ELISA). In
addition levels of TNF-a und IL10 after stimulation with lipopolysaccharide (LPS)

were assayed.

Only a small number of the unstimulated patient sera showed detectable
concentrations of TNF-a and IL10 so that this did not give much information. But we
could show a significant myocardial IL6 production, which was influenced by the
chosen anaesthetic agent, both in amplitude and kinetics. Anaesthesia with propofol

seems to delay both the systemic and the cardiac cytokine production.

Compared with the spontaneous cytokine release, after stimulation with LPS the
cytokine concentrations rose significantly and exponentially in peripheral arteries as
well as in the coronary sinus. Even in patients that had no detectable spontaneous
cytokine release LPS induced cytokine production.

Directly after CPB IL10 and TNF-a-plasma levels decreased significantly both in the
peripheral arteries and in the coronary sinus. Anaesthesia with sevoflurane
accelerated the reconstitution of cytokine synthesis in PMBCs of arterial blood as
compared to desflurane and propofol.

TNF-a levels in coronary sinus after aortic cross-clamp removal are significantly
lower than in peripheral arteries. This shows the impact of cardiac surgery on

cardiomyocytes’ reaction on bacterial stimulation.

Further investigation will be needed to show the relevance of kinetics of different
cytokine plasma-levels and the importance of the extended suppression of IL10
synthesis in coronary sinus blood using sevoflurane anaesthesia on clinical outcome

of cardiosurgical patients.
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Einleitung

Herzoperationen unter Benutzung der Herz—Lungenmaschine sind mit einer
voriibergehenden systemischen inflammatorischen Antwort assoziiert, die zur
Ausschiittung pro- sowie antiinflammatorischer Proteine fiihrt [75, 126, 160]. Zu
diesen Proteinen gehoren die Zytokine TNF-a, IL6 und IL10. Die Produktion der
Zytokine wird durch die Narkosefiihrung mit verschiedenen Andsthetika beeinflusst
[143]. Neben der monozytiren Zytokinsynthese wird ein Teil der ausgeschiitteten
Zytokine im Myokard selbst gebildet [37, 38, 78, 82, 112, 130, 135, 167].

Erhohte Zytokinspiegel finden sich nicht nur im Zusammenhang mit
kardiochirurgischen Eingriffen, sondern werden auch im Rahmen von
Herzerkrankungen wie der koronaren Herzkrankheit (KHK), fortschreitender
Herzinsuffizienz und Kardiomyopathien beschrieben [108, 131, 132, 147]. Dabei iibt
myokardial synthetisiertes TNF-a einen weitaus gro3eren Einfluss auf die Abnahme
der Kontraktilitdt und die Zunahme der Apoptoserate von Myokardzellen aus, als
systemisch freigesetzte Zytokine [112, 155].

Zytokine werden {iber den unmittelbar postoperativen Verlauf hinaus als ein
entscheidender Faktor flir die langerfristige Prognose kardiologischer Patienten
angesehen. Sie nehmen Einfluss auf die Abnahme der myokardialen Kontraktilitit
und die Entwicklung einer zunehmenden linksventrikuldren Dysfunktion [4, 22,
112].

Um die pathophysiologischen Vorgidnge besser zu verstehen und so moglicherweise
therapeutisch eingreifen zu konnen, ist es wichtig, den genauen Produktionsort dieser
Zytokine zu kennen.

Im Rahmen der vorliegenden Untersuchung wurde deshalb mit Hilfe eines Katheters
im Sinus Coronarius die organspezifische Zytokinproduktion des Myokards im
Verlauf aortokoronarer Bypass-Operationen gemessen. Der Einfluss verschiedener
Narkoseregime auf unterschiedliche Zytokinkonzentrationen im peripheren

arteriellen Blut und Blut im Sinus Coronarius wird beschrieben und analysiert.

Nicht nur das chirurgische Trauma an sich, sondern auch mogliche Infektionen im
perioperativen Verlauf konnen eine Immunantwort des Patienten bewirken und bei

ungiinstigem Verlauf Organfunktionsstorungen zur Folge haben [50, 103]. Um diese
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als ,multiple Hit Theorie des Multiorganversagens® beschriebenen Vorgéinge
ebenfalls organspezifisch zu beobachten, wurde zusétzlich die Stimulierbarkeit
peripherer mononukleédrer Blutzellen im perioperativen Verlauf untersucht. Diese
immunkompetenten Zellen wurden sowohl aus einer peripheren Arterie als auch aus
dem Sinus Coronarius entnommen und mit bakteriellem Endotoxin im Vollblutansatz
stimuliert. Die gemessenen Zytokinkonzentrationen wurden ebenfalls in

Abhéngigkeit vom gewéhlten Narkoseregime analysiert und bewertet.
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1 Grundlagen

In den folgenden Abschnitten wird ein Uberblick iiber die immunologischen
Vorgidnge im Rahmen aortokoronarer Bypassoperationen gegeben. Die Grundziige
der Synthese und Wirkung verschiedener Zytokine werden vorgestellt und deren
Einfliisse auf die myokardiale Funktion beschrieben. SchlieBlich wird ein Uberblick
iiber die im Rahmen unserer Untersuchung verwendeten Narkotika und deren

Einfluss auf die Zytokinproduktion gegeben.

1.1 Systemische inflammatorische Reaktion nach extrakorporaler
Zirkulation

Die voriibergehende inflammatorische Antwort nach Operationen unter Benutzung
der extrakorporalen Zirkulation (EKZ) beruht unter anderem auf dem Kontakt des
Blutes mit fremden Oberflichen, dem Einwirken von Scherkriften wihrend der
EKZ, der Ausschiittung von Endotoxinen und Ischdmie-Reperfusionsvorgingen
verschiedener Organe [160]. Im Rahmen dieser inflammatorischen Reaktion kommt
es neben der verstirkten Synthese verschiedener proinflammatorischer Zytokine zur
Komplementaktivierung, Leukozytenaktivierung und Expression von
Adhésionsmolekiilen sowie zur Produktion radikaler Sauerstoffspezies [126, 160].
Durch ein Ungleichgewicht pro- und antiinflammatorischer Zytokine, eine vermehrte
Durchléssigkeit der Kapillaren sowie Verdnderung und Aktivierung der neutrophilen
Granulozyten und Beeintrachtigung der Thrombozyten kann eine zunehmende
Organdysfunktion auf systemischer und lokaler Ebene entstehen [21]. Daneben kann
man eine Abnahme der Proliferation monozytirer und neutrophiler Zellen
beobachten. Dadurch wird die Synthese antiinflammatorischer Zytokine, die
Antigen-Prisentation sowie das Ansprechen von Monozyten auf ex-vivo-Stimulation
mit bakteriellem Lipopolysaccharid (LPS) gehemmt [20, 56, 91, 164]. Diese
Abnahme der Stimulierbarkeit der PMBC korreliert mit einem unglinstigen
postoperativen Verlauf sowie schlechterem klinischem Outcome chirurgischer

Patienten [63, 172].
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1.2 Monozyten

Monozyten nehmen im Rahmen der Immunantwort eine zentrale Stellung ein. Sie
entstammen den myeloischen Stammzellen des Knochenmarks als den gemeinsamen
Vorlduferzellen fiir Granulozyten und Makrophagen und gelangen zundchst als
Monozyten in die Blutbahn, bis sie sich nach wenigen Tagen als ortsstindige
Makrophagen gewebetypisch ausdifferenzieren. Fiir das unspezifische, angeborene
zelluldire Immunsystem haben sie groBte Bedeutung, da sie als Makrophagen
korperfremde Mikroorganismen, Virus befallene Zellen oder Tumorzellen vernichten
konnen. Durch Antigenprasentation konnen sie die zentralen Zellen des adaptiven,
spezifischen Immunsystems, insbesondere T-Lymphozyten und Immunglobulin-
produzierende B-Lymphozyten aktivieren. Daneben stellen sie den Hauptbildungsort
der Zytokine dar und tragen entscheidend zur Zell-Zellkommunikation innerhalb der
immunkompetenten Zellen bei. Sie bilden somit das wichtigste Bindeglied zwischen
dem spezifischen und unspezifischen Immunsystem. Monozyten konnen durch

bakterielle Toxine tiber Oberflachenrezeptoren aktiviert werden.

1.3 Zytokine

Zytokine sind 16sliche Proteine, die als chemische Mediatoren bereits in kleinsten
Konzentrationen (nano- bis picomolar) biologisch wirksam werden. Sie dienen der
Signaliibertragung zwischen unterschiedlichen Zellen und Zelltypen, wie z.B.
Granulozyten, Makrophagen, Mastzellen und Fibroblasten. Die Regulation der
zeitlich und rdumlich begrenzten Produktion und Ausschiittung der Zytokine erfolgt
dabei auf der Ebene der Proteinsynthese. Aus der Stimulation der Zytokinsynthese
resultiert ein steiler Konzentrationsanstieg der Zytokine [8].

Zytokine werden sowohl von verschiedenen im Korper frei beweglichen Zellen wie
Monozyten und Makrophagen, als auch durch ortsstindige Zellen wie Endothelzellen
oder Myokardzellen produziert und ausgeschiittet. Es handelt sich dabei um
Peptidmediatoren, die eine wichtige Rolle bei der Regulation zelluldrer und
humoraler Immunreaktionen spielen.

Die Wirkung der freigesetzten Zytokine wird tiber spezifische Rezeptoren vermittelt.
Sie konnen neben auto- und parakrinen Effekten auch endokrine Wirkung

hervorrufen. Dabei werden als grundlegende Mechanismen die Induktion von
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Gewebszerstorung  durch  Apoptose, die  Aktivierung  beziehungsweise
Differenzierung der Zielzelle sowie regulatorischen Vorgénge unterschieden [1, 5].
Die Freisetzung von Zytokinen ist ein im Rahmen von immunologischen Vorgéngen
auftretendes Frithsymptom. Erhohte Zytokinspiegel sind bereits vor dem Auftreten
klinischer Symptome, dem Anstieg typischer Entziindungsparameter wie dem
Capsel-reaktiven Protein (CRP) oder dem Auftreten positiver Blutkulturen messbar
[51].

Die Zytokine kdénnen in pro- sowie antiinflammatorische Mediatoren unterteilt
werden. Von den hier behandelten Zytokinen wird TNF-a zu den pro- und IL10 zu
den antiinflammatorischen Zytokinen gezahlt. IL6 kommt eine Sonderstellung zu, da

es sowohl pro- als auch antiinflammatorische Komponenten in sich vereint [60].

1.3.1 Tumornekrosefaktor-alpha

TNF-o stellt einen der wichtigsten Mediatoren der proinflammatorischen
Immunantwort dar. 1975 wurde er das erste Mal von Carswell und Mitarbeitern
beschrieben [25]. Bei TNF-a handelt es sich um ein Membranprotein aus insgesamt
157 Aminosduren (AS) und einem Molekulargewicht von 17 kDa. Das dazugehdrige
Gen ist auf dem kurzen Arm von Chromosom 6 lokalisiert.

TNF-a spielt eine zentrale Rolle bei der Inititerung und Aufrechterhaltung von
Entziindungsreaktionen [92]. Seine Freisetzung erfolgt aufgrund verschiedenster
Stimuli wie zum Beispiel bakterieller, viraler, fungaler oder parasitirer Antigene
[45], aber auch aufgrund hypoxischer oder ischdmischer Zustinde sowie nach
Bestrahlung mit ultraviolettem Licht oder bei Anwesenheit freier Sauerstoffradikale
[152]. Darmwandddeme, die eine Translokation von LPS aus dem Darm in den
Blutkreislauf bewirken, fithren ebenso zu einer Steigerung der Produktion von TNF-
o [3]. In diesem Fall scheinen mononukledre Zellen die wichtigste Quelle fiir die
Zytokin-Produktion zu sein, allerdings induziert LPS auch die myokardiale TNF-a-
Synthese [55, 80, 112].

TNF-o wirkt tiber TNF-a-Rezeptoren (TNFR), welche von nahezu allen kernhaltigen
Zellen exprimiert werden [156]. Losliche TNFR wirken nach Abspaltung von der
Zellmembran als kompetitive Inhibitoren auf TNF-o und damit als
antiinflammatorische Mediatoren. Durch die Produktion von TNF-a wird einerseits

eine fortschreitende Produktion dieses proinflammatorischen Zytokins angeregt,
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andererseits kommt es zur Synthese weiterer Entziindungsmediatoren wie IL6,
platelet-activating factor (PAF), Eicosanoiden und oxidativen Radikalen. Ferner

werden die zelluldren Bestandteile des Immunsystems rekrutiert und stimuliert [112].

1.3.2 Interleukin 6

IL6 ist ein 26 kDa schweres Protein, das aus 184 Aminosidureresten besteht. Das
dazugehorige Gen liegt auf Chromosom 7 (7p21). Seine Halbwertszeit im Plasma
betrdgt eine Stunde. IL6 ist ein essentielles Zytokin im Rahmen von
Entziindungsvorgangen. Es wirkt als Wachstumsfaktor auf lymphoide Zellen, also B-
und T-Lymphozyten [65].

Neben den Zellen klassischen Immungewebes wie die der Leber und der Milz oder
von zirkulierenden Monozyten [12], wird IL6 ebenfalls von Kardiomyozyten [38, 73,
79, 100, 135] sowie verschiedenen anderen Zellen wie Skelettmuskelzellen [105],
Enterozyten [124], Fibroblasten [42], glatten Muskelzellen [88] und Zellen der
Hypophyse [104] synthetisiert. Auch Tumorzellen wie Myxomzellen des Herzens,
Glioblastomzellen oder Myelomzellen kdnnen IL6 freisetzen [86]. Die Kupfferzellen
der Leber sind aller Wahrscheinlichkeit nach der wichtigste Ort der IL6-Synthese
[105]. Dort induziert IL6 als physiologischer Mediator die Bildung zahlreicher
Proteine der Akute-Phase-Reaktion wie Fibrinogen, a-Makroglobulin und o;-
Antichymotrypsin [66, 90]. Ferner ist IL6 ein Wachstumsfaktor fiir aktivierte B-
Zellen in der terminalen Differenzierungsphase und fordert zusammen mit anderen
Zytokinen das Wachstum himatopoetischer Stammzellen. Uber die Stimulation der
ACTH-Synthese und damit der Glucocorticoidsynthese wird die eigene Produktion
im Sinne einer negativen Feedback-Regulation gehemmt [43, 84].

IL6 wirkt in der Mehrzahl der Fille iiber einen l6slichen IL6-Rezeptor. Der IL6/IL6-
Rezeptorkomplex bindet an das in vielen Zellen in der Zellmembran vorkommende
Glykoprotein gp130. Infolge der Bindung an gp130 kommt es zur Phosphorylierung
einer Januskinase (JAK), wodurch weitere Signalkaskaden aktiviert werden und es
zur Transkription verschiedener Gene in der Zielzelle kommt [65, 77].

Eine wichtige Rolle spielt IL6 im Rahmen rheumatologischer- und anderer
Autoimmunerkrankungen wie z. B. dem Morbus Crohn. Das Ausmal} der IL6-
Freisetzung eignet sich als Marker fiir die Schwere der Erkrankung und korreliert

beim septischen Schock mit der Prognose der Patienten.
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Neben pro-inflammatorischen Effekten scheint IL6 aber auch antiinflammatorische
Wirkungen vermitteln zu kénnen, sowohl durch eine direkte Hemmung, als auch

durch Induktion natiirlicher Antagonisten von TNF-a [137, 146, 166].

1.3.3 Interleukin 10

Das Zytokin mit der stirksten antiinflammatorischen Wirkung ist IL10. Es hat ein
Molekulargewicht von 18 kDa. Der Genlocus liegt auf Chromosom 1 (1q31-32) und
die Aminoséduresequenz besteht aus 178 AS [170]. IL10 zeigt sein wirksames
antiinflammatorisches Potential durch die Hemmung der Produktion verschiedener
proinflammatorischer Zytokine wie TNF-o [119], IL1 und IL6 mittels Aktivierung
verschiedener Transkriptionsfaktoren der signal transducers and activators of
transcription (STAT) family [26]. Es verhindert die fiir die TNF-a- und IL6-Synthese
unbedingt notwendige Bildung des nuclear factor kB (NFkB) dadurch, dass es der
Abspaltung des inhibitorischen factor kB (IkB) entgegenwirkt [93, 139, 157]. Ferner
hemmt es die Funktion der Monozyten bzw. Makrophagen, T-Zellen und natiirlichen
Killerzellen, induziert in ihnen die Apoptose und steigert gleichzeitig die Produktion
anderer antiinflammatorischer Molekiile [119]. AuBlerdem induziert es die
Produktion spezifischer Zytokin-Inhibitoren wie zum Beispiel des IL1 Rezeptor
Antagonisten (IL1-RA) [26, 61].

Das Protein wird hauptséchlich von Monozyten und CD4-T-Lymphozyten, aber auch
von B-Lymphozyten freigesetzt. Allerdings kann es ebenso wie TNF-a und IL6 von
Herzmuskelzellen produziert werden [82].

Bei Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz werden erniedrigte IL10-Spiegel
gemessen, die zu einem erhohten Ischidmie-Reperfusionsschaden fithren [54, 78,
142].

Andererseits scheint der Nachweis erhohter IL10-Konzentrationen bei Patienten nach
Operationen oder Verletzungen eine Immunsuppression zu reflektieren, die zu einer
gesteigerten Anfalligkeit gegeniiber weiteren infektiosen Noxen fiihrt [153]. Auch
bei onkologischen Erkrankungen wie z. B. dem Non-Hodgkin-Lymphom oder dem
multiplen Myelom sowie bei systemischen Infektionen wie z. B. der Malaria werden
erhohte IL10-Plasmaspiegel gemessen. Die Medikation mit Glucocorticoiden kann

die Synthese von IL10 induzieren [144, 159].
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1.3.4 Produktion von Zytokinen in parenychmatosen Organen

Lange Zeit wurde die Zytokinproduktion ausschlieBlich den Zellen des
Immunsystems wie Monozyten und neutrophilen Granulozyten zugeschrieben.

In den letzten fiinfzehn Jahren fanden sich verstirkt Hinweise darauf, dass auch
Zellen parenchymatdser Organe Zytokine synthetisieren konnen. Bankey et al.
beschrieben die Synthese von IL6 nach Ischdmieereignissen in der Leber und in der
Lunge [7]. Auch das antiinflammatorische IL10 kann in der Leber synthetisiert
werden [97]. Andere Autoren nennen die Splanchnikusregion als Hauptquelle fiir die
Freisetzung von IL6 in Folge von Ischdmie-Reperfusionsvorgéngen an der unteren
Extremitdt [125]. Neben den intrathorakalen und intraabdominalen Organen wird
auch das Gehirn als Ursprung proinflammatorischer Zytokine beschrieben [122].

Im Herzen konnte unter anderem die Synthese von IL6, IL8, TNF-o und IL10
nachgewiesen werden [53, 80, 82, 83, 95, 112, 114, 158]. Wihrend beispielsweise in
der Leber die Produktion der verschiedenen Zytokine fast ausschlieBlich durch dort
ansdssige Zellen des Immunsystems libernommen wird [97], sind es im Herzen die
Kardiomyozyten selbst, die einen betrachtlichen Teil der Zytokinproduktion
iibernehmen. So kommt den Kardiomyozyten und den im Herzen anséssigen
Makrophagen beinahe der gleiche Anteil der Produktion des dort synthetisierten
TNF-a zu [80].

Unabhéngig vom Produktionsort der Zytokine lduft deren Synthese gesteuert durch
spezielle Signalkaskaden ab, die in den folgenden Abschnitten erldutert werden

sollen.

1.3.4.1 Synthese von TNF-a

Der grundlegende Prozess der Synthese von TNF-a ist die Aktivierung von NFkB.

In den meisten Zelltypen ist das TNF-oa-Gen inaktiv [11]. Es kann jedoch in den
Zelltypen zugénglich gemacht werden, die liber die nétigen Signalkaskaden und
Transkriptionsvorrichtungen verfiigen. Das bekannteste System ist die LPS-
stimulierte TNF-a-Produktion in Makrophagen. LPS bindet an eine Vielzahl von
Serumproteinen, die die makrophagenvermittelte proinflammatorische Antwort
entweder positiv oder negativ beeinflussen [151]. LPS-bindende (LPB) Proteine
ermdglichen in Kooperation mit toll like receptor 4 (TLR4) die Bindung von LPS an
den CDI14 Rezeptor von Markophagen. Diese ruft eine schnelle Aktivierung der
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Protein-Tyrosin-Kinase (PTK) hervor, die zur Phosphorylierung mehrerer

intrazelluldrer Proteinkinasen fiihrt [24] (Abbildungl).
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der LPS- und Ischimie- induzierten TNF—a—Synthese.
Modifiziert nach [113].

Schliisselenzym ist die p38 mitogen-aktivierte Protein (MAP)-Kinase, die eine
Abspaltung des IkB von NFxB verursacht. Bei NFkB handelt es sich um einen
Zusammenschluss von fiinf Untereinheiten namens p50/p105, p52/p100, p65, c-Rel
und RelB, die entweder Homo- oder Heterodimere bilden, um die aktive Form des
NF«B hervorzurufen [110]. In den meisten Zellen existiert NFxB in einem inaktiven
Zustand, in dem es nicht fahig ist, TNF-a zu produzieren [107]. In diesem Zustand
ist NFkB an seine inhibitorischen Proteine (IkB) gebunden, welche dessen Kernort
maskieren. Nach Aktivierung der p38MAP-Kinase durch inflammatorische Stimuli
kommt es zur Phosphorylierung von IkB, wodurch dieses abgebaut wird [99]. Das
freie NFkB transloziert vom Zytoplasma in den Kern, wo es sich an einer der vier
NF«xB-bindenden Regionen anheftet und zur Produktion von TNF-a fiihrt.
Mindestens zwei dieser TNF-Promoterregionen miissen von NFxB besetzt sein,
damit die Transkription von TNF-a ausgefiihrt werden kann [140]. Im Anschluss an
die Synthese wird pro-TNF nach Abgabe ins Cytosol in die Zellmembran der
jeweiligen Zelle integriert, wo es solange als pro-TNF verbleibt, bis es durch das

TNF-a-converting-enzyme (TACE) in seine reife Form gespalten wird [14, 112].
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Im Unterschied zu der durch LPS ausgeldsten Synthese von TNF-a, lduft die durch
Ischdmie—Reperfusionsereignisse ausgeloste myokardiale Produktion direkt tiber die

durch p38MAP-Kinase und NFkB vermittelte Signalkaskade [112, 113].

1.3.4.2 Synthese von IL6

Die Regulation der IL6-Genexpression wurde in den letzten Jahren verstirkt
beforscht. Die wesentliche Funktion von IL6 ist die Rekrutierung verschiedener
Abwehrmechanismen um Gewebsschdden zu limitieren. Der IL6-Promoter fungiert
dabei als ein Biosensor fiir Stress und immunologische Homoostase. Er wird von
einer Vielzahl verschiedener Stimuli induziert. Dazu gehoren bakterielle Endotoxine,
virale Antigene und andere inflammatorische Proteine wie TNF-a oder IL1 [2, 34,
104, 154]. Auch Ischimie-Reperfusionsereignisse konnen zu einer vermehrten
Produktion von IL6 fiihren [60, 135].

Durch Interaktion der genannten Stimuli mit der Promoterregion kommt es zur
Aktivierung unterschiedlicher Enzyme wie der extracellular signal-regulated kinase
(ERK), p38MAP-Kinase, Phosphoinositid-3 Kinase (PI3K/Akt) und NF«kB, die eine
Signalskaskade auslosen, an deren Ende die Synthese von IL6 steht [150]. Eine
herausragende Rolle spielt dabei die p38MAP-Kinase vermittelte Signaltransduktion.
Ahnlich wie im Rahmen der Synthese von TNF-a beschrieben, kann sie sowohl
direkt durch Ischdmie-Reperfusionsereignisse, als auch iiber Interaktion von LPS mit
dem membranstindigen LBP ausgelost werden und fiihrt schlieBlich zu einer
Aktivierung des NFxB [127].

Die IL6-Produktion wird iiber eine negative Feedbackregulation durch Inhibitoren
der Zytokinsignalwege (SOCS) und Proteininhibitoren der STAT reguliert. SOCS
werden neben IL6 von verschiedenen anderen Zytokinen wie IL4, Interferon-gamma
(IFN-y) und granulozyte colony-stimulating factor (GCSF) induziert und fithren zu
einer Hemmung der fiir die IL6-Synthese notwendigen Signalwege [89].

Im Rahmen der Sekretion durch kultivierte Monozyten wird IL6 in mindestens fiinf
verschiedenen Formen sezerniert. Die Vielzahl unterschiedlicher IL6 Molekiile
beruht auf posttranslationalen Modifizierungen. Die Subtypen unterscheiden sich im
Bezug auf ihr Molekulargewicht und moglicherweise auch auf ihre biologischen

Eigenschaften [9].



1 GRUNDLAGEN 16

1.3.4.3 Synthese von IL10

Die genauen Mechanismen der IL10-Synthese sind bis heute nicht genau bekannt.
Sie kann ebenso wie die Synthese der Zytokine IL6 und TNF-o mittels LPS
stimuliert werden. Im Gegensatz zu den oben beschriebenen Signalkaskaden spielt
im Fall von IL10 jedoch nicht der NFxB die entscheidende Rolle. Vielmehr kommt
es zu einer durch p38MAP-Kinase gesteuerten Aktivierung des Transkriptionsfaktors
Spl, der dadurch eine vermehrte Biosynthese von IL10 bewirkt [106]. Eine
Voraussetzung fiir die Synthese von IL10 ist die frithe Aktivierung der PTK und der
Proteinkinase C (PKC). Beide konnen sowohl mittels TNF-a als auch durch
zyklisches Adenosin-Monophosphat (cAMP) aktiviert werden [49, 111].

1.3.5 Einfluss von Zytokinen auf die Herzleistung

Die Aktivierung des Immunsystems und damit die Ausschiittung pro- sowie
antiinflammatorischer Zytokine stellt einen entscheidenden Faktor im Rahmen der
Entwicklung und dem Fortschreiten chronischer Herzerkrankungen dar.

Der Verlauf verschiedener Zytokinkonzentrationen im Rahmen aortokoronarer
Bypassoperationen wurde von verschiedenen Autoren beschrieben. Je ldanger die
Dauer der kardialen Ischdmie, desto hohere Plasmaspiegel an proinflammatorischen
Zytokinen konnen gefunden werden. Insbesondere kommt es unmittelbar nach Ende
der Reperfusionsphase zu einem deutlichen Anstieg der Zytokinkonzentrationen, da
die Reperfusion eines ischdmischen Myokards einen oxidativen Stress darstellt, in
welchem das Reduktionsprodukt von molekularem Sauerstoff, Wasserstoffperoxid,
zur Verletzung des Myokards beitrdgt [59, 71].

Die Rolle von TNF-o im Rahmen der chronischen Herzinsuffizienz wurde unter
anderem von Levine et al. beschrieben [98]. Verschiedene Arbeiten haben gezeigt,
dass im Rahmen einer chronischen Herzinsuffizienz erhohte Plasmaspiegel von
TNF-o vorliegen, und dass diese mit einer schlechten Prognose der Erkrankung
vergesellschaftet sind [36, 129]. Myokardiale Schidigung und Minderversorgung
peripherer Gewebe scheinen die TNF-a-Sekretion zu triggern [109, 149]. Nach
ischdmischen Insultereignissen im Myokard ist die Expression von TNF-a in den
nicht geschidigten Myozyten deutlich gesteigert [74].

Im Herzmuskel geht die Freisetzung von TNF-o mit einer reduzierten

Ejektionsfraktion durch Abnahme der myokardialen Kontraktilitit sowie einer



1 GRUNDLAGEN 17

gesteigerten Apoptoserate myokardialer Zellen einher [22]. Im Verlauf kommt es zur
Entwicklung zunehmender linksventrikuldrer Dysfunktion, dem Auftreten von
Kachexie, reduzierter Durchblutung der Skelettmuskulatur und gesteigerter
endothelialer Dysfunktion [4, 112]. Im Rahmen kardiochirurgischer Eingriffe sind
erhohte TNF-a-Plasmaspiegel mit einem schlechterem Outcome assoziiert [13].
Physiologische Gegenspieler des TNF-o wie IL10 konnen dem nur begrenzt
entgegen wirken. Therapeutische Ansidtze mit TNF-a-Rezeptorantagonisten sind
Thema einiger neuerer Studien. Auch Inhibitoren der Endotoxinausschiittung, welche
den wichtigsten Trigger der Sekretion von TNF-a aus peripheren mononukledren
Zellen darstellt, werden zunehmend erforscht [156].

IL6 hat ebenfalls einen Einfluss auf die kardiale Funktion. Erhohte IL6-
Plasmaspiegel sind mit negativ inotropen Effekten assoziiert [46, 167]. Dem liegt
moglicherweise eine erhohte Produktion an Stickstoffmonooxid (NO) zu Grunde
[141]. Im Zusammenhang mit Ischdmie-Reperfusionsereignissen im Rahmen von
Thrombolyse nach Myokardinfarkt oder nach kardiochirurgischen Eingriffen weisen
erhohte IL6-Spiegel auf eine ausgedehnte linksventrikuldre Funktionsstdrung, eine
deutliche Schidigung kardialer Myozyten sowie ein schlechteres klinisches Outcome
hin [10, 72, 143]. Im Gegensatz dazu wurde von einem positiven Effekt
proinflammatorischer Zytokine auf die Wundheilung nekrotischer Bereiche im
Rahmen ischdmischer Schidigung des Myokards berichtet [37].

In mehreren Studien wurden die freien Plasmaspiegel von IL10 bei Herzpatienten
untersucht. Die Spiegel des antiinflammatorischen IL10 sind bei Patienten mit
chronischer Herzinsuffizienz vermindert [54, 142]. Ein Mangel an IL10 fiihrt durch
gesteigerte Infiltration des Myokards mit neutrophilen Granulozyten zu einem
erhohten Ischimie-Reperfusionsschaden [78].

Eine verminderte Herzleistung nach Myokardinfarkt ist mit einer Abnahme der IL10-
Plasmaspiegel sowie einer Abnahme des Verhiltnisses von IL10 zu TNF-a
assoziiert. Verschiedene Autoren beschreiben, dass weniger die Absolutwerte der
jeweiligen Plasmaspiegel, als das Verhiltnis zwischen TNF-o und IL10 eine

wesentliche Bedeutung im Bezug auf die kardiale Funktion haben [53, 83].
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1.3.6 Einfluss verschiedener Narkoseverfahren auf die

Zytokinproduktion

Die Modulation der Immunantwort nach chirurgischen oder experimentellen Stimuli
durch volatile Anésthetika konnte an einer Vielzahl verschiedener Tiermodelle und
klinischer Studien deutlich gemacht werden. In einigen Tier- oder in-vitro-Studien
mit stimulierter Immunantwort zeigten die untersuchten volatilen Anisthetika
suppressive Effekte auf die Zytokinproduktion [19, 48, 69, 117, 138]. Auch bei
Patienten, die sich einer Bypassoperation unter Benutzung der Herz-Lungen-
Maschine unterzogen, fiithrte Sevofluran zu einer abgeschwichten Ausschiittung
proinflammatorischer Zytokine [40, 41, 85].

De Hert et al. stellten einen kardioprotektiven Effekt von Sevofluran im Vergleich zu
einer total intravendsen Anésthesie (TIVA) mit Propofol unter den klinischen
Bedingungen einer Bypassoperation mit HLM fest. Die mit Sevofluran
andsthesierten Patienten hatten nach Ende der EKZ eine bessere Ventrikelfunktion
und eine deutlich reduzierte Troponinfreisetzung [30]. Versetzt man die
kardioplegische Losung mit Sevofluran, kommt es zu einer abgeschwéchten
Aktivitdt neutrophiler Granulozyten nach kardiopulmonalem Bypass [120].
Kawamura et al. beschrieben 2006 eine verminderte Ausschiittung von IL6 und IL8
nach Narkosefiihrung mit Sevofluran im Rahmen kardialer Eingriffe [85].

Die kardioprotektive Funktion volatiler Andsthetika wurde inzwischen mehrfach
bestdtigt, so auch gerade fiir Patienten mit schlechter linksventrikuldrer
Pumpfunktion [29, 134]. Desfluran scheint dabei dhnlich wie Sevofluran zu wirken
[29, 33]. Neuere Studien belegen neben einer Reduktion des Zellschadens und einer
besseren ~ Pumpfunktion  auch  eine  kiirzere Intensivstation-  und
Krankenhausverweildauer [32, 33]. Auch ein signifikant besseres Ein-Jahres-
Outcome wurde in einer Arbeit dokumentiert [52].

Unter Einbeziehung des Effekts der Prakonditionierung durch volatile Andsthetika,
deren Wirkung in einigen neueren Ubersichtsarbeiten [16, 23, 31, 62, 168, 169]
zusammengefasst wird, kann ein moglicher protektiver Effekt dieser Medikamente
angenommen werden. Eine relevante Anderung von Morbiditéit und Mortalitit unter
Ausnutzung dieser Effekte konnte bislang nicht nachgewiesen werden [143].

Fiir eine klinisch relevante Kardioprotektion durch intravendse Anisthetika gibt es

derzeit keine ausreichenden Hinweise. Jedoch fungiert Propofol als Radikalfdnger
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und konnte aufgrund seiner chemischen Struktur membranstabilisierend wirken und
dadurch kardioprotektive Eigenschaften haben [81, 136]. Auch durch
antiapoptotische Mechanismen und Erhdhung der Aktivitit der kardialen PKC
scheint Propofol zu einer gewissen Kardioprotektion zu fiihren [133, 163]. Die Gabe
von Propofol unmittelbar vor dem Losen der Aortenklemme vermindert die
systemische Entziindungsreaktion, allerdings ohne die myokardialen Schadigungen
zu verkleinern. Moglicherweise kommt es durch Gabe von Propofol zu einer Stérung
der ansonsten streng gekoppelten Interaktion von pro- und antiinflammatorischen
Zytokinen und somit zu einem  Ungleichgewicht  zugunsten der
antiinflammatorischen Mediatoren [28].

Andererseits wurden immunmodulatorische Effekte im Sinne einer gesteigerten
Stimulierbarkeit mononukledrer Zellen in Bezug auf die TNF-o-Synthese nach
Narkosefiihrung mit Propofol beschrieben [27, 68, 96, 145], welche mit einem
positiven Outcome nach kardiochirurgischen Eingriffen assoziiert sein konnten [63,

172].
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2 Fragestellung

Inhalt unserer Untersuchung war es, die myokardiale Zytokinausschiittung bei ACB-
Operationen unter Einsatz der EKZ zu untersuchen. Dabei wurden die
unterschiedlichen Einfliisse einer Narkosefiihrung mit Sevofluran, Desfluran oder
Propofol berticksichtigt.

Meldrum beschrieb in einem Ubersichtsartikel von 1998 das Herz als ein TNF-a
produzierendes Organ [112]. Im gleichen Jahr postulierten Sawa et al. die
Freisetzung von IL6 aus hypoxischem Myokard [135]. 2006 gelang es Kaur und
seinen Mitarbeitern, den gleichen Sachverhalt auch in Bezug auf IL10 festzustellen
[82]. Verschiedene Autoren stellten messbare Unterschiede in der Konzentration der
genannten Zytokine zwischen peripherem arteriellem Blut und Blut aus dem Sinus
Coronarius fest [95, 158].

Ankniipfend an diese Beobachtungen wurden in unserer Studie folgende
Fragestellungen bearbeitet:

e Gibt es im Zeitverlauf einer aortokoronaren Revaskularisation messbare
Unterschiede zwischen den Konzentrationen von IL6, IL10 und TNF-o im
peripheren arteriellen Blut und denen im Blut des Sinus Coronarius?

e Wie unterscheidet sich die LPS-stimulierte Zytokinausschiittung in der in-
vitro-Kultur ~ mit  peripherem arteriellem Blut von der mit
Sinuscoronariusblut?

e Welchen Einfluss haben die volatilen Anésthetika Sevofluran und Desfluran

und das intravendse Narkotikum Propofol auf diese Parameter?
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3 Methodik

Die im Folgenden dargestellten Ergebnisse wurden im Rahmen einer prospektiven
randomisierten monozentrischen Kohortenstudie am Universitétsklinikum des
Saarlandes in Homburg erhoben. Die Durchfiihrung der Studie erstreckte sich iiber

einen Zeitraum von 20 Monaten.

3.1 Patienten

Nach Priifung und Billigung des Studienprotokolls durch die Ethikkommission der
Arztekammer des Saarlandes, wurden zwischen Mai 2005 und Januar 2007 186
Patienten, die sich einer elektiven ACB-Operation unter Einsatz der EKZ an der
Klinik fiir Herz-, Thorax- und Gefdfchirurgie des Universititsklinikums des
Saarlandes unterziehen mussten, geméfl der CONSORT (Consolidated Standards of
Reporting Trials) Richtlinien [118] auf deren Eignung zur Teilnahme an der Studie
gepriift. 94 von ihnen erfiillten die Aufnahmekriterien nicht, 29 andere verweigerten
die Teilnahme an der Studie, sodass 63 Patienten in die Untersuchung eingeschlossen
werden konnten (Abbildung 2). Das Alter der Patienten lag zwischen 45 und 75

Jahren.

186 Patienten zur ACB

Ausschlusskriterien Einschluss

Fehlendes
Einverstiandnis

94 29 63

Randomisierung

22 Sevofluran 20 Desfluran 21 Propofol

Dislokation des
Katheters

y v y
17 Sevofluran 19 Desfluran 19 Propofol

Abbildung 2: Ubersicht der in die Untersuchung einbezogenen Patienten.
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Im préoperativen andsthesiologischen  Aufklarungsgesprich wurde nach
ausfiithrlicher Information iiber das geplante Vorgehen die miindliche und schriftliche
Einverstdndniserkldrung der Patienten eingeholt. Insbesondere wurde auf die durch
das Platzieren des Koronarsinus-Katheters entstehenden moglichen Komplikationen
wie Thrombose, Verletzung und Entziindung des Endokards und Einriss einer
Herzkranzvene sowie auf die zusidtzliche Strahlenbelastung durch die Anlage des
Katheters unter Rontgenkontrolle hingewiesen.

Sofern keine Ausschlusskriterien vorlagen, wurden die

Patienten gemél} des Randomisierungsplans einer der drei Gruppen zugeteilt.

Als Ausschlusskriterien galten:
e Fehlende Geschiftsfahigkeit
e Fehlende Einverstindniserkldrung des Patienten
e Teilnahme an einer anderen Studie
e Kardiovaskuldres Insultereignis innerhalb der letzten drei Monate
e Angiographische Ejektionsfraktion < 40%
e Notfalleingriff
e Erkrankungen mit Beeintrdchtigung des Immunsystems
e Kortikosteroid Dauertherapie
e Unvertraglichkeit gegen eines der in der Untersuchung verwendeten

Medikamente

Die drei Gruppen unterschieden sich im Bezug auf die Narkoseaufrechterhaltung (S-
Gruppe: Sevofluran, D-Gruppe: Desfluran, P-Gruppe: Propofol).

Alle Patienten standen unter einer Dauermedikation mit beta-Rezeptor-Antagonisten,
Nitraten oder Calciumantagonisten sowie einer thrombozytenaggregations-
hemmenden Therapie. Diese, wie auch eventuelle weitere Medikamente, wurden

unabhingig von der Studie weiter verabreicht.



3 METHODIK 23

3.2 Operationsverlauf

Die Eingriffe wurden nach den {iblichen Standards bei ACB-Operationen
durchgefiihrt. In den folgenden Abschnitten wird der Operationsverlauf mit

Schwerpunkt auf die anisthesiologische Vorgehensweise beschrieben.

3.2.1 Anaisthesie

3.2.1.1 Prioperative Phase

Alle Patienten wurden am Vorabend der Operation mit 5 mg Nitrazepam
(Mogadan®, Hoffmann-La Roche AG; Grenzach-Wyhlen) und 60-90 min vor
Beginn der Einleitung mit 1 mg Flunitrazepam (Rohypnol®, Hoffman-La Roche
AG, Grenzach-Wyhlen) oral pradmediziert. Ferner erhielten sie am Operationstag ihre
vorbestehende Dauermedikation. Die unmittelbar prdoperative Vorbereitung sowie
die notwendigen invasiven Uberwachungsverfahren folgten den iiblichen Standards
bei ACB-Operationen. Vor Narkoseeinleitung wurde allen Patienten ein

periphervendser und ein radialarterieller Zugang gelegt.

3.2.1.2 Narkoseeinleitung

Unabhingig von der Gruppenzugehorigkeit wurde zur Einleitung der
Allgemeinanésthesie Etomidat (Etomidat-®Lipuro, B. Braun Melsungen AG,
Melsungen) 0,2-0,3 mg/kg, Sufentanil (Sufentanil DeltaSelect, DeltaSelectGmbH,
Dreieich) 0,1-0,2 mg/kg und Rocuroniumbromid (Esmeron®, Organon GmbH,
OberschleiBheim) 1 mg/kg verwendet.

Nach Einleitung der Vollnarkose wurden zusétzlich ein zentralvendser Katheter, ein
transurethraler =~ Blasenkatheter, eine = Magensonde und eine  rektale
Temperaturmesssonde  gelegt.  Zur  organspezifischen  Bestimmung  der
Zytokinausschiittung wurde den Patienten iiber das sonst iibliche invasive
Monitoring hinaus ein Koronarsinuskatheter unter Rontgenkontrolle angelegt
(Abbildung 3). Hierbei handelte es sich um einen handelsiiblichen
Koronarangiographie-Katheter der Grofle 6,0 F (Cordis, Langenfeld), der iiber die
Vena jugularis interna im Sinus Coronarius des rechten Herzvorhofes platziert
wurde. Die korrekte Lage des Katheters wurde anhand der Injektion eines

Kontrastmittelbolus in den Koronarsinus, anhand der charakteristischen Druckkurve
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sowie mittels einer Blutgasanalyse des durch den Katheter entnommenen Blutes mit
der typischen niedrigen O,-Konzentration bestdtigt. Aus diesem Katheter wurde zu
mehreren Messzeitpunkten innerhalb der nédchsten 24 Stunden Blutproben

entnommen. Die Anlage des Katheters erfolgte ausschlieBlich durch Herrn Prof. Dr.

med. R. Larsen.

Abbildung 3: Anlage des Koronarsinuskatheters unter Rontgenkontrolle.

3.2.1.3 Narkoseaufrechterhaltung

Die drei Patientengruppen unterschieden sich im Bezug auf die
Narkoseaufrechterhaltung. Sufentanil (Sufentanil DeltaSelect, DeltaSelectGmbH,
Dreieich) wurde wéhrend der gesamten Narkose in der Dosierung von 1 pg/kg/min in
allen drei Gruppen verwendet. Dem Randomisierungsplan entsprechend erhielten 22
Patienten zur Narkoseaufrechterhaltung Sevofluran (Sevorane® Abott AG,
Wiesbaden) (S-Gruppe) und 20 Patienten Desfluran (Suprane®, Baxter Deutschland
GmbH, UnterschleiBheim) (D-Gruppe). Bei weiteren 21 Patienten wurde die Narkose
mittels Propofol (Propofol-®Lipuro 1%, B. Braun Melsungen AG, Melsungen) (P-
Gruppe) aufrechterhalten. Wéhrend der EKZ wurde in allen Gruppen Propofol per
Dauerinfusion (Injectomat C-PS, Fresenius AG, Bad Homburg) gegeben. Die
Dosierung des Hypnotikums sowie Relaxansgaben erfolgten nach klinischer

Notwendigkeit durch den zustidndigen Anésthesisten.
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3.2.1.4 Narkosebeatmung

Die Patienten wurden nach Durchfiihrung der endotrachealen Intubation mit
Ausnahme der Dauer der extrakorporalen Zirkulation kontrolliert beatmet (Primus®,
Driager AG, Liibeck), wobei Normoventilation (paCO2 37-43 mmHg) angestrebt

wurde.

3.2.1.5 Fliissigkeits- und Elektrolytsubstitution

Im Rahmen der Narkoseeinleitung wurde den Patienten durchschnittlich 1000 ml
einer isotonen Vollelektrolytlosung (Sterofundin®, B. Braun AG Melsungen,
Melsungen) infundiert. Zusitzlich wurden 1,5 g Cefuroxim (Zinacef®, Hoechst
Pharma, Frankfurt/Main) als perioperative antibiotische Prophylaxe intravends
verabreicht. Die weitere Infusionstherapie bis zum Beginn sowie ab der Entwohnung
von der EKZ war nicht standardisiert. Nach Beendigung der EKZ erfolgte die
Volumentherapie streng basierend auf den Fiillungsdrucken des linken Vorhofes, die
iiber einen vom Herzchirurgen unter direkter Sicht eingelegten linksatrialen Katheter
kontinuierlich gemessen wurden. Hierzu wurden Vollelektrolyt- (Sterofundin®, B.
Braun AG Melsungen, Melsungen) oder Gelatinelosungen (Gelafundin®, Braun
Melsungen AG, Melsungen) verwendet. Das aus dem Operationsgebiet und nach
Ende der EKZ aus der HLM abgesaugte Blut wurde maschinell aufbereitet (Cell
Saver® 5, Haemonetics, Miinchen) und das dadurch wiedergewonnene autologe

Erythrozytenkonzentrat bis zum Operationsende retransfundiert.

3.2.2 Herz-Lungen-Maschine

Das Fiillvolumen der HLM bestand aus 1500 ml Ringer-Laktat-Losung (Ringer
Lactat DAB 7 Braun®, B. Braun Melsungen AG, Melsungen) und 500 ml
Gelatinelosung (Gelafundin®, B. Braun Melsungen AG, Melsungen).

3.2.2.1 Extrakorporale Zirkulation

Nach Eroffnung des Perikards erhielten alle Patienten zur vollstdndigen Authebung
der Blutgerinnung vor Kaniilierung der Aorta eine Bolus von 300-500 IE/kg Heparin
(Heparin Natrium Braun®, Braun Melsungen AG, Melsungen) iiber den zentralen
Venenkatheter. Die Uberwachung der Heparinwirkung erfolgte durch wiederholte

Bestimmung der Activated Coagulation Time (ACT) (Hemochron® Incorporation,
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Edison, NY, USA) im Vollblut der Patienten. Als unterer Grenzwert fiir eine
ausreichende Heparinisierung wurde ein ACT-Wert von 400 s angesehen. Bei Bedarf
wurden weiter Bolusinjektionen von 5000-10000 IE Heparin vorgenommen.

Fiir die EKZ wurden eine Rollerpumpe (Stocker Instrumente GmbH, Miinchen) und
ein Membranoxygenator (Medtronic Maxima®, Medtronic Diisseldorf) verwendet.
Um Blutkoagel und Gewebspartikel abzufangen, war im arteriellen und vendsen
Schenkel der HLM jeweils ein Filter mit einer Porengrofle von 40 pm integriert. Das
Schlauchsystem (Jostra, Hirrlingen) war unbeschichtet. Die Einleitung des
arterialisierten Blutes erfolgte liber die Aorta ascendens, die vendse Drainage iiber
eine iiber das rechte Herzohr eingefiihrte Zweistufenkaniile.

Die Perfusion wurde mit nicht pulsatilem Blutfluss und einem Strom-Zeit-Volumen
von 2,4 1/min/m? Korperoberfliche betrieben. Als Perfusionsdruck wurde ein
arterieller Mitteldruck zwischen 50 und 90 mmHg angestrebt. Dieser wurde
gegebenenfalls durch Zufuhr vasokonstriktorisch oder vasodilatatorisch wirksamer
Medikamente auf diesen Bereich eingestellt. Ein wihrend der Bypassphase
auftretender Volumenmangel konnte durch zusétzliches Nachfiillen von Gelatine-
Losung in die HLM ausgeglichen werden. Als unterer Grenzwert der Himodilution
wurde wihrend der Dauer des kardiopulmonalen Bypass ein Hédmatokritwert von
20%  angesehen, bei dessen  Unterschreiten die  Transfusion von
Erythrozytenkonzentraten erfolgte.

Zur Senkung des Sauerstoffverbrauchs wéhrend der Dauer der EKZ wurde die
aortokoronare Revaskularisation in maéaBiger Hypothermie des Patienten
(Zieltemperatur 32°C) durchgefiihrt, wobei die Kiihlung intern iiber einen im
Oxygenator der HLM integrierten Wéiremeaustauscher (Medtronic, Diisseldorf)
erfolgte.  Zur  weiteren =~ Myokardprotektion  wurde  unmittelbar  nach
Aortenabklemmung und bei entlastetem linkem Herzen antegrad gekiihlte
kardioplegische Losung (Blutkardioplegie nach Buckberg; Kohler Chemie, Alsbach-
Hiahnlein) in die Aortenwurzel infundiert. Die dazu verwendete Kaniile diente im
weiteren Verlauf der Operation auch als Aortic-Root-Vent zur Drainage des linken
Ventrikels.

Nach Ende der EKZ wurde zur Wiederherstellung der Blutgerinnung, in
Abhidngigkeit von der zuvor applizierten Heparinmenge, Protamin (Protamin

Roche®, Hoffmann-La Roche AG, Grenzach-Wyhlen), verdiinnt in 100 ml isotoner
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Kochsalzlosung, gegeben. Ein ACT-Wert nach Protamingabe im Bereich des
Ausgangswertes vor Heparingabe + 20% wurde als ausreichend fiir die
wiederhergestellte Blutgerinnung angesehen. Zur Optimierung der Fiillungsdriicke
und Unterstlitzung der Myokardkontraktilitdt erhielten die Patienten im Bedarfsfall
wéhrend und nach der Entwohnung von der EKZ Dobutamin (Dobutamin Liquid,
Fresenius Kabi, Bad Homburg)- und/oder Noradrenalin (Arterenol®, Sanofi-Aventis,

Frankfurt/M.) per Dauerinfusionen.

3.2.3 Postoperative Uberwachung

Nach Ende der Operation wurden alle Patienten zur weiteren Uberwachung auf die
kardiochirurgische Intensivstation verlegt. Die dortige Therapie erfolgte auf
Grundlage klinischer bzw. laborchemischer Gesichtspunkte nach den {iblichen

Behandlungsstandards durch die Kollegen der Herz-Thoraxchirurgie.
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3.3 Untersuchungen zur Zytokinantwort

Zu vier verschiedenen Messzeitpunkten wurden jeweils ca. 10 ml Vollblut aus dem
Koronarsinuskatheter sowie aus dem peripherarteriellen Zugang entnommen. Daraus
wurde nach ein- beziehungsweise 24-stiindiger ex-vivo-Kultur im Vollblutansatz die
unstimulierte Plasmakonzentration von IL6, IL10 und TNF-o sowie die nach LPS-

Stimulation erreichten Konzentration von [L10 und TNF-a bestimmt.

3.3.1 Messzeitpunkte

Die Messzeitpunkte waren wie folgt festgelegt:
e Messzeitpunkt 1 (T1): nach Narkoseeinleitung, vor Operationsbeginn
e Messzeitpunkt 2 (T2): 20 Minuten nach Beendigung der EKZ
e Messzeitpunkt 3 (T3): 6 Stunden postoperativ
o Messzeitpunkt 4 (T4): 24 Stunden postoperativ

3.3.2 Probenentnahme

Die Entnahme der Blutproben erfolgte in pyrogenfreie Blutentnahmerdhrchen der
Firma Sarstedt (Lithium-Heparin Sarstedt Monovette®, Firma Sarstedt, Niimbrecht).
Jeweils unmittelbar nach der Entnahme der Blutproben folgte die Weiterverarbeitung
in Anlehnung an das von Wilson et al. beschriebene Protokoll [165] mit
Modifikationen wie beschrieben in Kleinschmidt et al. 1998 [91]. Abbildung 4 gibt

eine schematische Ubersicht iiber den Untersuchungsablauf.
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63 Patienten zur aortokoronaren Revaskularisation, randomisiert in 3 Gruppen
(22 Sevofluran, 20 Desfluran, 21 Propofol)

v v v v

Messzeitpunkt T1 Messzeitpunkt T2 Messzeitpunkt T3 Messzeitpunkt T4
Nach 20 min nach 6 h postoperativ 24 h postoperativ
Narkoseeinleitung Beendigung der
vor EKZ

Operationsbeginn

v v v v

Blutentnahme jeweils aus einer peripheren Arterie und aus dem Sinus coronarius

A 4 A 4

Verdiinnung des Blutes im Verhéltnis 1:5 mit RPMI-Kulturmedium
Vollblutansatz nach Wilson et al. modifiziert nach Kleinschmidt et al.

A 4

1 h Inkubation bei 37°C und 5% CO,

— [

%

Abnahme des
iiberstehenden
Plasmas und
Aufbewahrung bei
-70°C bis zur
Durchfiihrung der
ELISA

Zeitkontrolle ohne
Stimulation

-

Stimulation mit 1pg/ml
Lipopolysaccharid

A 4

A 4

23 h Inkubation bei 37°C und 5% CO,

h 4

A

Bestimmung der
Zytokine IL6, IL10
und TNF-a mit
spezifischen ELISA-
Verfahren

Abnahme des iiberstehenden Plasmas und Aufbewahrung bei -70°C
bis zur Durchfiihrung der ELISA

A

Bestimmung der Zytokine IL10 und TNF-o mit spezifischen
ELISA-Verfahren

Abbildung 4: Schematische Darstellung des Untersuchungsablaufs.
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3.3.3 Labormaterialien

Zur Stimulation der Zytokinantwort wurde ein LPS aus Escherichia coli 0111:B4
(Escherichia coli 0111:B4, Sigma Aldrich, Taufkirchen) verwendet. In
Voruntersuchungen war gezeigt worden, dass 1 pg/ml LPS zu einer maximalen
Stimulation der monozytiren Zytokinproduktion fiihrt [116].

Das bakterielle Endotoxin sowie die in den Versuchen verwendeten Chemikalien
wurden, wenn nicht anders erwidhnt, von Sigma Aldrich Chemie (Taufkirchen)

bezogen und waren von der hochsten erhéltlichen Reinheit (molecular grade).

3.3.4 Vollblutansatz

Die entnommenen Blutproben wurden im Verhdltnis 1:5 mit Roswell-Park-
Memorial-Institute (RPMI) 1640-Zellkulturmedium (PAA Laboratories GmbH,
Pasching, Osterreich) verdiinnt. AnschlieBend wurden sie in sterile pyrogenfreie
Zellkulturplatten (Cellstar®, Greiner Bio-One International AG, Kremsmiinster,
Osterreich) aliquotiert (2,5 ml pro Well). Aus zwei parallelen Versuchsansitzen
erfolgte nach ein- und 24-stiindiger Kultur die Bestimmung der spontanen sowie der
LPS-stimulierten Zytokinfreisetzung.

Die nichtstimulierten Aliquoten wurden bei 37°C in einer Atmosphére mit 5% CO;
und 95% Luftfeuchtigkeit inkubiert. Um einen Ausgangswert zu gewinnen wurde
nach einstiindiger Inkubation das Plasma aus einem der Wells entnommen, die
iibrigen verblieben fiir weitere 23 h im Inkubator. Nach Ablauf der Inkubationszeit
wurde das iiberstechende Plasma abpippettiert und bis zur Messung der
Zytokinkonzentration mittels Enzyme-linked-immunosorbent-assays (ELISA) bei -
70°C tiefgefroren.

Zur Bestimmung des Effekts der Endotoxinstimulation wurden die Aliquoten nach
einstiindiger Inkubation unter den oben beschriebenen Bedingungen mit 1 pg/ml LPS
versetzt.

Nach Inkubation fiir weitere 23 h wurde ebenfalls das tiiberstehende Plasma

abpipettiert und bis zur Durchfiihrung der ELISA bei -70°C aufbewabhrt.
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3.3.5 Messung der Zytokinkonzentrationen

Alle Zytokinbestimmungen wurden innerhalb von maximal sechs Monaten nach der
Probenentnahme durchgefiihrt. Die Bestimmung der Zytokine TNF-a, IL6 und IL10
erfolgte mit spezifischen kommerziell erhiltlichen ELISA-Kits der Firma BD
Biosciences, San Diego, USA gemdl der vom Hersteller angegebenen
Analysetechnik. Die Untersuchung basiert auf dem so genannten Sandwich-Prinzip,
bei dem das zu bestimmende Antigen zwischen zwei Antikérpern eingebettet wird

(Abbildung 5).

O O O Peroxidase

Antikorper 2

> o S

Antikorper 1 (Capture Antikorper)

Vertiefungen der Mikrotiterplatte

Abbildung 5: Schematische Darstellung des ELISA-Prinzips.

Am Boden einer Mikrotiterplatte wird ein gegen das zu bestimmende Antigen
gerichteter monoklonaler Capture Antikorper aufgebracht. Die zu analysierenden
Plasmaproben werden hinzupipettiert, worauthin der spezifische Capture-Antikdrper
eine Verbindung mit dem Epitop des gesuchten Zytokins eingeht. Ungebundene
Proteine werden durch einen Waschvorgang entfernt. Ein zweiter, enzymgekoppelter
Antikorper wird aufgetragen und bindet an ein weiteres Epitop des Zytokins. Nicht
gebundener Antikorper wird mit Hilfe eines Waschvorgangs nach Verstreichen einer
spezifischen Inkubationszeit entfernt. Durch Zusatz einer peroxidaseabhidngigen
Substratldsung kommt es zu einer zur Menge an gebundenem Zytokin proportionalen
Farbreaktion. Nach Verstreichen einer temperaturabhéngigen Inkubationszeit von ca.
15 bis 30 min unter Ausschluss des Tageslichtes, wird die Farbreaktion durch das
Hinzufiigen von Imolarer Schwefelsdure (H,SO4) gestoppt. Der Farbumschlag wird
in einem ELISA-Reader (ELx800™ Absorbance Microplate Reader, BioTEK®

Instruments GmbH Bad Friedrichshall) photometrisch gemessen und unter
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Verwendung entsprechender Software (BioTEK Gen5™) ausgewertet. Zur
Ermittlung der Standardkurve dient eine in die ersten beiden Reihen der
Mikrotiterplatte aufgebrachte Verdiinnungsreihe.

Nach Stimulation mit LPS steigt die Menge an Zytokin in erheblichem Maf3e an. Um
im linearen Bereich der Standardkurve der Assays zu bleiben, wurden die LPS-
stimulierten Proben zur Bestimmung von TNF-a vor der Bestimmung im Verhiltnis
1:10 mit Waschpuffer verdiinnt. Der Verdiinnungsfaktor wurde anschlieend bei der
Berechnung der Zytokinkonzentration beriicksichtigt. Die Proben zur Bestimmung
von IL10 sowie die nichtstimulierten Proben blieben unverdiinnt. Nach
Herstellerangaben lag die minimale messbare Konzentration bei 2 pg/ml fiir TNF-a,

bei 2,2 pg/ml fiir IL6 und bei 5 pg/ml fiir IL10.

3.4 Statistik

Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte mit Hilfe eines Statistikprogramms
(SigmaStat® 3.1., Jandel Scientific, San Raphael, USA). Nach Priifung auf
Normalverteilung und Homogenitdt der Varianz (Kolmogorov-Smirnov-Test und
Levene-Mediane-Test) wurden die unterschiedlichen Zytokinexpressionen im
arteriellen Blut und im Coronarsinusblut zu jedem Zeitpunkt mittels gepaartem t-Test
miteinander verglichen. Waren die Kriterien zur Durchfiihrung parametrischer
Testverfahren nicht erfiillt, wurde ein Wilcoxon Rangsummentest durchgefiihrt. Um
Unterschiede zwischen den drei Gruppen innerhalb eines Zeitpunktes zu bestimmen,
wurde bei normalverteilten Werten eine One way Analysis of Variance (ANOVA),
andernfalls ein Kruskal-Wallis Test zur One way ANOVA on ranks durchgefiihrt.
Zum Vergleich der Ergebnisse zwischen mehreren Messzeitpunkten diente der One
Way ANOVA for repeated measures mit anschlieBender Anwendung der Methode
nach Holm-Sidak. Waren in diesem Fall die Kriterien zur Durchfiihrung
parametrischer Testverfahren nicht erfiillt, so wurde als entsprechendes
nichtparametrisches Testverfahren ein Friedmann Test mit post hoc Anwendung der
Methode nach Dunn verwendet. Das Signifikanzniveau wurde auf p < 0,05
festgelegt. Die Ergebnisse wurden zusammengefasst als Mittelwert =+
Standardabweichung von Mittelwerten (SEM). Die graphische Darstellung der
Ergebnisse erfolgte mittels eines geeigneten Zeichenprogramms (SigmaPlot® 9.0,

Jandel Scientific, San Raphael, USA).
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4 Ergebnisse

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Bestimmung der spontanen Freisetzung der
Zytokine IL6, IL10 und TNF-a sowie der durch Endotoxin stimulierten Freisetzung
der Zytokine IL10 und TNF-a im Zeitverlauf einer aortokoronaren Revaskularisation
dargestellt. Zur besseren Veranschaulichung sind die Ergebnisse der S-Gruppe
(Sevofluran) in gelber, die der D-Gruppe (Desfluran) in blauer und die der P-Gruppe
(Propofol) in grauer Farbe dargestellt. Bei der Darstellung der FErgebnisse
unabhingig von der Gruppenzugehorigkeit wurde Rot als Farbe gewéhlt. Um den
Unterschied zwischen peripherem arteriellen Blut und Blut aus dem Sinus
Coronarius deutlich zu machen, sind die Ergebnisse in unterschiedlichen
Helligkeiten dargestellt. Der jeweils hellere Farbton bezeichnet das periphere
arterielle Blut.

Der Schwerpunkt der Untersuchung lag auf der grundsitzlichen Féhigkeit des
Myokards Zytokine zu produzieren. Deshalb wurden im Anschluss an die in einzelne
Gruppen unterteilten Beobachtungen ebenfalls sdmtliche Messergebnisse aller in die
Studie mit einbezogenen Patienten unabhédngig vom gewihlten Narkoseregime

analysiert.
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4.1 Demographische und biometrische Daten

Von den 63 zunéchst an der Untersuchung teilnehmenden Patienten, konnten acht
wegen vorzeitiger Dislokation des Coronarsinuskatheters und somit unvollstédndigen
Daten nicht in die Auswertung einbezogen werden. Es wurden also 55 Patienten in
die statistischen Untersuchungen aufgenommen, davon 17 in der S-Gruppe und

jeweils 19 in der D- und P-Gruppe.

Die in die Untersuchung einbezogenen Personen reprisentieren ein typisches
Kollektiv von Patienten zur aortokoronaren Revaskularisation mit den
entsprechenden erkrankungsspezifischen Risikofaktoren, jedoch ohne spezielle
Begleiterkrankungen.

Die demographischen, biometrischen sowie operationsbezogenen Daten sind in
Tabelle 1 aufgelistet.

Die Gruppen unterschieden sich im Bezug auf Alter, GroBle, Gewicht sowie
praoperative  Ejektionsfraktion, Dauer der FEKZ, Aortenklemmzeit und
Operationsdauer nicht signifikant voneinander. In allen drei Gruppen wurden mehr
Minner als Frauen untersucht, der jeweilige Anteil war in etwa gleich. Der
perioperative Verlauf gestaltete sich bei allen in die Studie einbezogenen Patienten
komplikationslos. Insbesondere gab es keinerlei Komplikationen im Zusammenhang

mit dem Sinus Coronarius-Katheter.

Gesamt S-Gruppe D-Gruppe P-Gruppe
(Sevofluran) (Desfluran) (Propofol)

Anzahl 55 17 19 19
Geschlecht [m/w] 45/10 14/3 16/3 15/4
Alter [Jahre] 62,48 £1,19 60,29 + 1,92 61,84 £ 1,87 64,21 £2,29
Korpergrofie [m] 1,72 £ 0,01 1,73 £ 0,02 1,72 £0,02 1,72 £0,02
Korpergewicht [kg] 84,87+ 1,68 84,88 £ 3,48 83,32+ 3,01 85,83 +2,39
Ejektionsfraktion [%] 66,36 + 1,72 65,12+ 4,03 65,89 +£2,75 66,11 +£2,49
EKZ-Dauer [min] 75,38 2,68 75,94 + 536 75,22 +5,04 75,00 + 3,70
Aortenklemmzeit [min] 50,2 +1,93 52,00 +4,33 51,00 + 3,29 47,84 +£2,47
Operationszeit [min] 195,58 +4,72 195,12 £ 9,07 205,79 + 6,67 185,70 + 8,53

Tabelle 1: Demographische, biometrische und operationsbezogene Daten.

Angaben als MW = SEM.
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4.2 Untersuchungen zur Zytokinantwort

Zunichst werden die Ergebnisse der ELISA-Messungen zur Bestimmung der
Konzentration von IL6 und IL10, anschlieBend die der Messungen des freigesetzten

TNF-o dargestellt.
4.2.1 Interleukin 6

4.2.1.1 Unstimulierte Zytokinkonzentration

In den folgenden Abbildungen sind die spontanen IL6-Konzentrationen im
peripheren arteriellen Blut und im Blut des Sinus Coronarius nach einstiindiger

Kultur im Vollblutansatz dargestellt.

* k%%

IL - 6 [pg/ml]
nach einstiindiger Inkubation
ok

IL - 6 [pg/ml]
nach einstiindiger Inkubation

* %%

T T T
Tl T2 T3 T4 Tl T2 T3 T4

Blutentnahmzeitpunkt Blutentnahmzeitpunkt
©— Propofol —@-— Propofol
—@— Desfluran —@— Desfluran
O Sevofluran —@— Sevofluran
—@— Alle Narkoseregime —@— Alle Narkoseregime

Abbildung 6: IL6 im arteriellen Blut (links) und im Blut des Sinus Coronarius nach
einstiindiger Inkubation.

Darstellung als MW = SEM. Sterne in der jeweiligen Farbe markieren signifikante Unterschiede im
Vergleich zum Zeitpunkt T1.

Im unstimulierten Vollblutansatz konnten nach einstiindiger Inkubation sowohl im
arteriellen, als auch im Blut des Sinus Coronarius zum Zeitpunkt T1 nur bei knapp
der Hiélfte der Patienten pro Gruppe messbare Konzentrationen von IL6 gefunden
werden. Ab T2 waren bei nahezu allen Patienten IL6—Konzentrationen oberhalb der
Detektionsgrenze festzustellen. Es zeigten sich dabei teilweise grofe intra- und
interindividuelle Unterschiede in den gemessenen Zytokinkonzentrationen.

Zum Zeitpunkt T2 ldsst sich sowohl im peripheren arteriellen als auch im
Coronarsinusblut in der S- und in der D-Gruppe ein signifikanter Anstieg der 1L6-

Konzentration messen (p < 0,05). In der P-Gruppe ist zu diesem Zeitpunkt noch kein
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Unterschied zur prioperativen Zytokinkonzentration festzustellen. Zum Zeitpunkt T3
kommt es auch in der P-Gruppe zu einem deutlichen Anstieg der Plasmaspiegel von
IL6, sodass jetzt in allen drei Gruppen ein signifikanter Unterschied zur
Ausgangskonzentration am Zeitpunkt T1 vorhanden ist (p < 0,05). Auch 24 Stunden
postoperativ zum Zeitpunkt T4 ist dieser Unterschied noch messbar (p < 0,05 ). Bei
Betrachtung der Werte unabhédngig vom gewdéhlten Narkoseregime ist der gleiche
Verlauf wie in der S- und D-Gruppe zu beobachten. Innerhalb der ersten 24
postoperativen Stunden ist kein unterschiedlicher Verlauf  der
Zytokinkonzentrationen im peripheren arteriellen Blut und Sinuscoronariusblut
festzustellen.

Auch zwischen den drei gewéhlten Narkoseregimen gab es an keinem der vier

Blutentnahmezeitpunkte signifikante Unterschiede.
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In den folgenden Diagrammen werden die Zytokinkonzentrationen im arteriellen
Blut mit denen im Blut des Sinus Coronarius nach einstiindiger Kultur im
Vollblutansatz miteinander verglichen. Zundchst werden die drei Gruppen getrennt
dargestellt, im letzten Bild erfolgt die Betrachtung aller 55 Patienten unabhingig

vom gewdhlten Narkoseregime.
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Abbildung 7: Gegeniiberstellung des gemessenen IL6-Konzentrationen nach einstiindiger
Inkubation in den Gruppen S (gelb), D (blau) und P (grau) sowie unabhéngig vom gew:hlten
Narkoseregime (rot).

Jeweils hellerer Farbton: Arterielles Blut, dunklerer Farbton: Blut des Sinus Coronarius. Darstellung
als MW + SEM. Sterne markieren signifikante Unterschiede zwischen peripherem arteriellen Blut und
Blut des Sinus Coronarius.

Vergleicht man die Messergebnisse, gibt es zum Zeitpunkt T1 weder in einer der drei
Gruppen, noch bei Betrachtung der Werte unabhingig von der Gruppenzugehorigkeit
Unterschiede zwischen peripherem arteriellen Blut und Coronarsinusblut. Zum
Zeitpunkt T2 kann man bei Patienten, deren Narkose mit volatilen Anésthetika
gefiihrt wurde (S-Gruppe und D-Gruppe), im Coronarsinusblut signifikant hohere
Zytokinkonzentrationen als im peripheren arteriellen Blut messen. In der P-Gruppe

ist dies erst ab dem Zeitpunkt T3 der Fall. Dieser Unterschied bleibt bis
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einschlieBlich T4 in allen drei Gruppen, mit Ausnahme der S-Gruppe zum Zeitpunkt
T3, bestehen. Bei Betrachtung aller Patienten unabhingig vom gewéhlten
Narkoseregime sind zu allen drei intra- und postoperativen Zeitpunkten hoch
signifikante Unterschiede zwischen peripherem arteriellen Blut und Blut des Sinus
Coronarius beziiglich der IL6-Konzentrationen zu messen.

Die Anzahl an Seren mit messbarer Zytokinsynthese in der peripheren Arterie und
im Sinus Coronarius, die Messergebnisse und die mittels paired t-test bzw. Wilcoxon

Rank Sum Test ermittelten p-Werte sind in Tabelle 2 aufgelistet.

Blutentnahme- Sinus
m Periphere Arterie p Signifikanz
zeitpunkt Coronarius

T1 4/4 0,381 £ 0,246 1,552 + 1,246 0,844 ns

T2 17/16 11,443 £2,015 15,215+2,623 0,005 s
S-Gruppe

T3 1717 73,123 +18,051 76,537+ 17,601 0,092 ns

T4 17/17 27,755+ 6,474 32,326 £7,326 0,009 s

T1 7/5 0,265+ 0,119 0,249 + 0,134 0,813 ns

T2 17/18 12,629 + 3,331 17,760 £4,018  <0,001 s
D-Gruppe

T3 19/19 61,164 +5,962 67,298 £6,197 <0,001 s

T4 19/19 25,704 + 3,570 28,630 £4,044 0,014 s

T1 7/8 0,201 £ 0,074 3,273 +2,013 0,164 ns

T2 18/17 10,065 + 3,254 11,912 £3,550 0,669 ns
P-Gruppe

T3 19/19 67,991 +10,617 75,407 +10,903 <0,001 s

T4 19/19 25,373 £ 3,048 28,784 +£3,297  <0,001 s
All T1 18/17 0,278 + 0,089 1,697 + 0,800 0,372 ns

e

T2 52/51 11,376 = 1,700 14,95+2,012  <0,001 s

Narkose-
. T3 55/55 67,219 + 6,881 72,955+6,841  <0,001 s

regime

T4 55/55 26,224 +2,529 29,826 £2,846  <0,001 s

Tabelle 2: Gegeniiberstellung der gemessenen IL6-Konzentrationen [pg/ml] im arteriellen Blut
und im Blut des Sinus Coronarius nach einstiindiger Inkubation.

Darstellung als MW = SEM; m = Anzahl der Seren mit messbarer Zytokinsynthese (periphere

Arterie/Sinus Coronarius); ns = nicht signifikant, s = signifikant.
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4.2.2 Interleukin 10

4.2.2.1 Unstimulierte Zytokinkonzentration

In den folgenden Abbildungen sind die spontanen IL10-Konzentrationen im
peripheren arteriellen Blut und im Blut des Sinus Coronarius nach einstiindiger

Kultur im Vollblutansatz dargestellt.
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Abbildung 8: IL10 im arteriellen Blut (links) und im Blut des Sinus Coronarius nach
einstiindiger Inkubation.

Darstellung als MW = SEM. Sterne in der jeweiligen Farbe markieren signifikante Unterschiede im
Vergleich zum Zeitpunkt T1.

Im unstimulierten Vollblutansatz konnten nach einstiindiger Inkubation sowohl im
arteriellen Blut, als auch im Blut des Sinus Coronarius zum Zeitpunkt T1 nur bei
weniger als fiinf Patienten pro Gruppe messbare Konzentrationen von IL10 gefunden
werden. Ab T2 waren bei knapp der Hélfte aller Patienten IL10-Konzentrationen
oberhalb der Detektionsgrenze festzustellen. Es zeigten sich dabei teilweise grof3e
intra- und interindividuelle Unterschiede in den gemessenen Zytokinkonzentrationen.
Zum Zeitpunkt T2 lédsst sich in der P-Gruppe im arteriellen Blut eine signifikant
gesteigerte IL10-Konzentration im Vergleich zum préoperativen Wert messen (p <
0,05). Sechs Stunden (T3) und 24 Stunden (T4) postoperativ sind die IL10-
Konzentrationen zum Ausgangswert zuriickgekehrt. Signifikante Unterschiede zu T1
lassen sich zu diesen Zeitpunkten nicht mehr feststellen. Ahnliche Ergebnisse treten
fiir eine Betrachtung der Patienten unabhidngig vom gewihlten Narkoseregime auf.
Im Blut aus dem Sinus Coronarius kann man bei Beurteilung der Ergebnisse

unabhingig von der Gruppenzugehdrigkeit ebenfalls einen signifikanten Anstieg der
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IL10-Konzentration zum Zeitpunkt T2 beobachten. Ebenso wie im arteriellen Blut ist
auch dieser Wert zu den Zeitpunkten T3 und T4 wieder auf das Ausgangsniveau
zurlickgefallen. Tendenziell ldsst sich diese Beobachtung auch bei getrennter
Betrachtung der einzelnen Gruppen vornehmen. Demnach zeigt sich hier im Verlauf
der Zytokinkonzentrationen kein wesentlicher Unterschied zwischen peripherem
arteriellen Blut und Blut aus dem Sinus Coronarius.

Zwischen den drei gewéhlten Narkoseregimen gab es ebenfalls an keinem der vier

Blutentnahmezeitpunkte signifikante Unterschiede.

In den folgenden Diagrammen werden die Zytokinkonzentrationen im arteriellen
Blut mit denen im Blut des Sinus Coronarius nach einstiindiger Kultur im
Vollblutansatz miteinander verglichen. Zundchst werden die drei Gruppen getrennt
dargestellt, im letzten Bild erfolgt die Betrachtung aller 55 Patienten unabhingig

vom gewdhlten Narkoseregime.
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Abbildung 9: Gegeniiberstellung der gemessenen IL10-Konzentrationen nach einstiindiger
Inkubation in den Gruppen S (gelb), D (blau), und P (grau) sowie unabhingig vom gewéhlten
Narkoseregime (rot).

Jeweils hellerer Farbton: Arterielles Blut, dunklerer Farbton: Blut des Sinus Coronarius. Darstellung
als MW + SEM.
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Bei Betrachtung der Messergebnisse der IL10-Konzentrationen lassen sich keinerlei

Tendenzen beziiglich unterschiedlicher Zytokinausschiittung zwischen peripherem

arteriellen Blut und Blut des Sinus

Coronarius erkennen. Zu keinem der

Messzeitpunkte waren signifikante Unterschiede zwischen der Zytokinkonzentration

im peripheren arteriellen Blut und der im Blut des Sinus Coronarius zu messen. Die

Anzahl an Seren mit messbarer Zytokinsynthese in der peripheren Arterie und im

Sinus Coronarius, die Messergebnisse und die mittels paired t-test bzw. Wilcoxon

Rank Sum Test ermittelten p-Werte sind in Tabelle 3 aufgelistet.

Blutentnahme- Sinus
) m Periphere Arterie ) P Signifikanz
zeitpunkt Coronarius

T1 4/3 0,552 + 0,265 0,392+ 0,214 0,844 ns

T2 6/8 10,037 + 3,898 14,545 +6,178 0,557 ns
S-Gruppe

T3 4/5 2,456 £ 1,613 5,722 + 3,039 0,375 ns

T4 8/7 5,313 +2,633 1,572 £ 0,609 0,266 ns

T1 32 1,269 + 0,779 0,111 +0,0831 0,250 ns

T2 9/8 19,839 £ 10,233 12,709 £7,064 1,000 ns
D-Gruppe

T3 5/5 1,948 £ 0,917 2,658 £ 1,815 0,688 ns

T4 7/5 2,466 + 1,034 1,958 £ 0,963 0,844 ns

T1 1/3 0,0857 £ 0,0857 0,545 + 0,403 0,675 ns

T2 8/7 10,964 + 5,995 7,320 £ 2,986 0,688 ns
P-Gruppe

T3 6/8 1,356 + 0,680 2,699 £ 1,367 0,375 ns

T4 9/6 8,378 £4,179 2,183 £1,245 0,160 ns
All T1 8/8 0,638 0,286 0,348 £ 0,156 0,463 ns

e

T2 23/23 13,743 + 4,237 11,415+3,231 0,628 ns

Narkose-
) T3 15/18 1,901 £ 0,626 4,957 £ 1,757 0,297 ns

regime

T4 24/18 5,389 + 1,697 1,916 £ 0,566 1,000 ns

Tabelle 3: Gegeniiberstellung der gemessenen IL10-Konzentrationen [pg/ml] im arteriellen Blut
und im Blut des Sinus Coronarius nach einstiindiger Inkubation.

Darstellung als MW = SEM; m = Anzahl der Seren mit messbarer Zytokinsynthese (periphere
Arterie/Sinus Coronarius); ns = nicht signifikant.
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In den folgenden Abbildungen sind die spontanen IL10-Konzentrationen im
peripheren arteriellen Blut und im Blut des Sinus Coronarius nach 24-stiindiger

Kultur im Vollblutansatz dargestellt.
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Abbildung 10: IL10 im arteriellen Blut (links) und im Blut des Sinus Coronarius nach 24-
stiindiger Inkubation.

Darstellung als MW = SEM. Sterne in der jeweiligen Farbe markieren signifikante Unterschiede im
Vergleich zum Zeitpunkt T1.

Nach 24-stiindiger Inkubation konnte zu allen Zeitpunkten bei mehr als der Hélfte
aller Patienten eine messbare Zytokinausschiittung festgestellt werden. Es zeigten
sich teilweise grofle intra- und interindividuelle Unterschiede in den gemessenen
Zytokinkonzentrationen. Die Zytokinkonzentrationen nach 24-stiindiger Inkubation
sind im Vergleich zu denen nach einstiindiger Inkubation nur unwesentlich
angestiegen.

Der nach einstiindiger Inkubation schon aufgefallene signifikante Anstieg der IL10-
Konzentration bei Betrachtung der Gruppen unabhédngig vom gewéhlten
Narkoseregime zum Zeitpunkt T2 konnte auch nach 24-stiindiger Kultur im
Vollblutansatz sowohl im peripheren arteriellen Blut als auch im Coronarsinusblut
bestdtigt werden. Sechs und 24 Stunden postoperativ war die Zytokinkonzentration
sowohl im arteriellen Blut wie auch im Blut des Sinus Coronarius wieder auf das
Ausgangsniveau abgefallen. Tendenziell ldsst sich diese Beobachtung auch bei
getrennter Betrachtung der einzelnen Gruppen vornehmen. Wieder sind also keine
unterschiedlichen Verldufe der Zytokinkonzentrationen im peripheren arteriellen

Blut und im Blut des Sinus Coronarius festzustellen.
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Zwischen den drei gewihlten Narkoseregimen gab es ebenfalls an keinem der vier
Blutentnahmezeitpunkte signifikante Unterschiede.

In den folgenden Diagrammen werden die Zytokinkonzentrationen im arteriellen
Blut mit denen im Blut des Sinus Coronarius nach 24-stiindiger Inkubation
verglichen. Zunéchst werden die drei Gruppen getrennt dargestellt, im letzten Bild
erfolgt die Betrachtung aller 55 Patienten unabhingig vom gewdhlten

Narkoseregime.
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Abbildung 11: Gegeniiberstellung der gemessenen IL10-Konzentrationen nach 24-stiindiger
Inkubation in den Gruppen S (gelb), D (blau) und P (grau) sowie unabhiingig vom gewihlten
Narkoseregime (rot).

Jeweils hellerer Farbton: Arterielles Blut, dunklerer Farbton: Blut des Sinus Coronarius. Darstellung
als MW + SEM.
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Auch nach 24-stiindiger Inkubation ldsst sich keine Tendenz beziiglich einer

unterschiedlichen Zytokinkonzentration zwischen peripherem arteriellen Blut und

Blut

Zytokinsynthese in der peripheren Arterie und im Sinus

im Sinus Coronarius erkennen. Die Anzahl an Seren mit messbarer

Coronarius, die

Messergebnisse und die mittels paired t-test bzw. Wilcoxon Rank Sum Test

ermittelten p-Werte sind in Tabelle 4 aufgelistet.

Blutentnahme- Sinus
) m Periphere Arterie ) p Signifikanz
zeitpunkt Coronarius

T1 6/7 7,184 £5,599 2,167 £ 0,672 1,000 ns

T2 11/8 18,399 + 6,394 13,805 +£5,787 0,677 ns
S-Gruppe

T3 5/6 12,273 +£ 10,030 2,032+ 0,726 0,375 ns

T4 8/5 8,294 + 3,162 2,217+ 1,162 0,175 ns

T1 5/6 2,277+ 0,947 2,393 + 1,009 1,000 ns

T2 9/9 13,021 £ 6,010 21,149 +8,522 0,232 ns
D-Gruppe

T3 6/7 2,494 + 1,291 3,847 + 1,530 0,297 ns

T4 7/6 2,847 £ 1,134 3,062 £ 1,247 0,688 ns

T1 5/6 1,423 £ 0,670 1,570 £ 0,614 1,000 ns

T2 10/8 12,205 £ 5,566 8,627 £3,753 0,557 ns
P-Gruppe

T3 6/12 1,409 £ 0,580 7,744 £ 3,640 0,110 ns

T4 13/7 9,434 + 3,093 2,139 +£0,767 0,191 ns
All T1 16/19 3,499 £ 1,772 2,039 £+ 0,452 0,869 ns

e

T2 30/25 14,084 + 3,391 14,553 £3,682 0,659 ns

Narkose-
. T3 20/25 5,142 + 3,142 4,632 + 1,396 0,178 ns

regime

T4 28/18 7,038 +£1,522 2,482+ 0,612 0,050 ns

Tabelle 4: Gegeniiberstellung der gemessenen I1L.10-Konzentrationen [pg/ml] im arteriellen und
im Blut des Sinus Coronarius nach 24-stiindiger Inkubation.

Darstellung als MW = SEM; m = Anzahl der Seren mit messbarer Zytokinsynthese (periphere
Arterie/Sinus Coronarius); ns = nicht signifikant.
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4.2.2.2 Zytokinkonzentration nach ex-vivo-Stimulation mit LPS

In den folgenden Abbildungen sind die IL10-Konzentrationen im peripheren
arteriellen Blut und im Blut des Sinus Coronarius nach ex-vivo-Stimulation mit LPS

und anschlieBender 24-stiindiger Kultur im Vollblutansatz dargestellt.
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Abbildung 12: IL10 im arteriellen Blut (links) und im Blut des Sinus Coronarius nach LPS—
Stimulation und anschlieBender 24-stiindiger Inkubation.

Darstellung als MW = SEM. Sterne in der jeweiligen Farbe markieren signifikante Unterschiede im
Vergleich zum Zeitpunkt T1.

Unter Stimulation mit LPS kommt es erwartungsgemill zu einem exponentiellen
Anstieg der Zytokinkonzentrationen. Bei beinahe allen Patienten ist zu nahezu jedem
Zeitpunkt eine IL10-Konzentration oberhalb der Messbarkeitsgrenze festzustellen.
Lediglich zum Zeitpunkt T2 ist in wenigen Seren keine Zytokinausschiittung
messbar.

Unter Stimulation mit LPS kommt es zum Zeitpunkt T2 zum signifikanten Abfall der
IL10-Konzentrationen in samtlichen Gruppen sowohl im arteriellen als auch im Blut
des Sinus Coronarius (P-Gruppe und S-Gruppe: p < 0,001; D-Gruppe p < 0,05). In
der P- und in der D-Gruppe bleiben die IL10-Konzentrationen auch am Zeitpunkt T3
erniedrigt. Erst 24 Stunden postoperativ sind die Zytokinwerte wieder bis auf das
Ausgangsniveau angestiegen. In der S-Gruppe dagegen ist im arteriellen Blut die
IL10-Konzentration zum Zeitpunk T3 nicht mehr signifikant vom der am Zeitpunkt
T1 zu unterscheiden, wohingegen im Koronarsinusblut auch 24 Stunden postoperativ
die Ausgangswerte noch nicht wieder erreicht sind (p = 0,011). Bei Betrachtung der

Messwerte unabhingig vom gewdhlten Narkoseregime, verhalten sich die Ergebnisse
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sowohl im arteriellen Blut als auch im Sinuscoronariusblut wie in der D- und P-
Gruppe. Wihrend also in der P- und in der D- Gruppe keine Unterschiede im Verlauf
der Zytokinkonzentrationen im peripheren arteriellen Blut und im Blut des Sinus
Coronarius zu beobachten sind, kommt es unter Narkosefithrung mit Sevofluran zu
deutlich unterschiedlichen Verlaufen.

Beim Vergleich der Messergebnisse zwischen den verschiedenen Narkoseregimen

innerhalb eines Zeitpunktes wurden keine signifikanten Unterschiede gefunden.

In den folgenden Diagrammen werden die Zytokinkonzentrationen im arteriellen
Blut mit denen im Blut des Sinus Coronarius nach ex-vivo-Stimulation mit LPS und
anschieBender 24-stiindiger Inkubation miteinander verglichen. Zunichst werden die
drei Gruppen getrennt dargestellt, im letzten Bild erfolgt die Betrachtung aller 55

Patienten unabhéngig vom gewihlten Narkoseregime.
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Abbildung 13: Gegeniiberstellung der gemessenen IL10-Konzentrationen nach Stimulation mit
LPS und anschlieender 24-stiindiger Inkubation in den Gruppen S (gelb), D (blau) und P
(grau) sowie unabhiingig vom gewiihlten Narkoseregime (rot).

Jeweils hellerer Farbton: Arterielles Blut, dunklerer Farbton: Blut des Sinus Coronarius; Darstellung
als MW = SEM.
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Nach ex-vivo-Stimulation mit LPS konnten zu keinem der Zeitpunkte signifikante

Unterschiede zwischen den Zytokinkonzentrationen im peripheren arteriellen Blut

und im Blut des Sinus Coronarius festgestellt werden. Die Anzahl an Seren mit

messbarer Zytokinsynthese in der peripheren Arterie und im Sinus Coronarius, die

Messergebnisse und die mittels paired t-test bzw. Wilcoxon Rank Sum ermittelten p-

Werte sind in Tabelle 5 aufgelistet.

Blutentnahme-
) m Periphere Arterie  Sinus Coronarius p Signifikanz
zeitpunkt
T1 17/17 447,421 £52,453 496,853 £65,936 0,135 ns
T2 15/14 126,054 £ 32,176 106,246 + 30,801 0,162 ns
S-Gruppe
T3 17/17 269,228 + 53,214 271,965 +47,137 0,611 ns
T4 17/17 410,301 £69,140 346,412 + 54,939 0,348 ns
T1 19/19 560,233 + 88,135 576,986 + 81,706 0,829 ns
T2 16/17 197,316 £43,896 212,767 £ 46,686 0,375 ns
D-Gruppe
T3 19/19 326,955 +44,032 349,520 +£41,629 0,222 ns
T4 19/19 447,575 +£70,534 447,824 £ 66,308 0,293 ns
T1 19/19 460,401 £50,926 500,521 £48,678 0,418 ns
T2 17/18 126,515+ 18,899 155,293 £27,791 0,167 ns
P-Gruppe
T3 19/19 275,009 +£33,996 295,714 £36,232 0,412 ns
T4 19/19 491,532 £46,375 417,511 £44,934 0,096 ns
I T1 55/55 491,532 +46,375 525,802 +£38,281 0,479 ns
Alle
T2 48/49  150,831+£19,467 159,987+21,478 0,537 ns
Narkose-
) T3 55/55 291,167 £ 25,066 306,961 £23,950 0,112 ns
regime
T4 55/55 451,239+ 35,755 406,007 +£32,366 0,063 ns

Tabelle 5: Gegeniiberstellung der gemessenen IL10-Werte im arteriellen und im Blut des Sinus

Coronarius nach Stimulation mit LPS und anschlieBender 24-stiindiger Inkubation.

Darstellung als MW = SEM; m = Anzahl der Seren mit messbarer Zytokinsynthese (periphere
Arterie/Sinus Coronarius); ns = nicht signifikant.
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4.2.3 Tumornekrosefaktor-alpha

4.2.3.1 Unstimulierte Zytokinkonzentration

In den folgenden Abbildungen sind die spontanen TNF-a-Konzentrationen im
peripheren arteriellen Blut und im Blut des Sinus Coronarius nach einstiindiger

Kultur im Vollblutansatz dargestellt.
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Abbildung 14: TNF-a im arteriellen Blut (links) und im Blut des Sinus Coronarius nach
einstiindiger Inkubation.

Darstellung als MW + SEM.

Im unstimulierten Vollblutansatz konnten nach einstiindiger Inkubation sowohl im
arteriellen als auch im Blut des Sinus Coronarius nur bei weniger als drei Patienten
pro Gruppe und Blutentnahmezeitpunkte messbare Konzentrationen von TNF-a
gefunden werden. In einigen der Gruppen konnten in keinem der Seren
Zytokinkonzentrationen oberhalb der Detektionsgrenze gefunden werden. Es zeigten
sich groBe intra- und interindividuelle Unterschiede in den gemessenen
Zytokinkonzentrationen.

Bei Analyse der zeitlichen Verldufe wurden keine signifikanten Anderungen der
Zytokinkonzentrationen festgestellt. Auch zwischen den drei gewdhlten
Narkoseregimen gab es an keinem der vier Blutentnahmezeitpunkte signifikante

Unterschiede.

In den folgenden Diagrammen werden die Zytokinkonzentrationen im arteriellen

Blut mit denen im Blut des Sinus Coronarius nach einstiindiger Inkubation
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verglichen. Zunéchst werden die drei Gruppen getrennt dargestellt, im letzten Bild
erfolgt die Betrachtung aller 55 Patienten unabhingig vom gewdhlten

Narkoseregime.
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Abbildung 15: Gegeniiberstellung der TNF-0-Konzentrationen nach einstiindiger Inkubation in
den Gruppen S (gelb), D (blau) und P (grau) sowie unabhéngig vom gewihlten Narkoseregime
(rot).

Jeweils hellerer Farbton: Arterielles Blut, dunklerer Farbton: Blut des Sinus Coronarius; Darstellung
als MW= SEM.
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Zu keinem der Messzeitpunkte lieBen sich bei Betrachtung der einzelnen Gruppen
signifikante Unterschiede zwischen der Zytokinkonzentration im peripheren
arteriellen Blut und der im Blut des Sinus Coronarius messen. Auch bei Betrachtung
der Ergebnisse unabhidngig vom gewihlten Narkoseregime lieBen sich keine
Unterschiede feststellen. Die Anzahl an Seren mit messbarer Zytokinsynthese in der
peripheren Arterie und im Sinus Coronarius, die genauen Messergebnisse sowie die

p-Werte nach paired t-test bzw. Wilcoxon Rank Sum Test sind in Tabelle 6

aufgefiihrt.
Blutentnahme-
) m Peripheres Arterie ~ Sinus Coronarius p Signifikanz
zeitpunkt
T1 0/2 0,000 + 0,000 2,172 £1,500 0,500 ns
T2 1/2 1,248 + 1,248 0,991 + 0,989 1,000 ns
S-Gruppe
T3 0/3 0,000 + 0,000 1,310 £ 0,822 0,250 ns
T4 1/2 0,359 + 0,359 1,256 £ 0,915 0,625 ns
T1 1/0 0,114+0,114 0,000 + 0,000 1,000 ns
T2 1/0 0,243 £ 0,243 0,000 + 0,000 1,000 ns
D-Gruppe
T3 1/1 0,649 + 0,649 0,0204 £ 0,0204 1,000 ns
T4 3/0 0,961 + 0,736 0,000 £ 0,000 0,500 ns
T1 32 3,644 + 2,746 0,139 + 0,0964 0,438 ns
T2 2/1 0,0870 £ 0,0776 0,317+0,317 1,000 ns
P-Gruppe
T3 2/2 0,303 £ 0,259 0,889 + 0,816 0,750 ns
T4 2/0 0,0135+0,0101 0,000 £ 0,000 0,500 ns
1 T1 4/4 1,298 + 0,961 0,720 + 0,474 0,844 ns
Alle
T2 4/3 0,500 + 0,394 0,416 + 0,323 0,813 ns
Narkose-
. T3 3/6 0,329 + 0,240 0,719+ 0,379 0,383 ns
regime
T4 6/2 0,736 + 0,394 0,388 + 0,288 0,426 ns

Tabelle 6: Gegeniiberstellung der gemessenen TNF-o-Konzentrationen [pg/ml] im arteriellen
Blut und im Blut des Sinus Coronarius nach einstiindiger Inkubation.

Darstellung als MW = SEM; m = Anzahl der Seren mit messbarer Zytokinsynthese (periphere

Arterie/Sinus Coronarius); ns = nicht signifikant.
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In den folgenden Abbildungen sind die spontanen TNF-a-Konzentrationen im
peripheren arteriellen Blut und im Blut des Sinus Coronarius nach 24-stiindiger

Kultur im Vollblutansatz dargestellt.
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Abbildung 16: TNF-a im arteriellen Blut (links) und im Blut des Sinus Coronarius nach 24-
stiindiger Inkubation.

Darstellung als MW + SEM.

Die messbaren Zytokinkonzentrationen sind im Vergleich zur nur einstiindigen
Inkubation auf etwa das Zehnfache angestiegen. Weiterhin werden nur bei weniger
als der Hiélfte aller untersuchten Patienten Zytokinkonzentrationen oberhalb der
Detektionsgrenze erreicht. Auch hierbei zeigten sich teils groBe intra- und
interindividuelle Unterschiede.

Bei Analyse der zeitlichen Verldufe fillt vor allem im peripheren arteriellen Blut ein
Absinken der messbaren TNF-o-Werte zum Zeitpunkt T2 auf. Jedoch wurden
ebenfalls keine signifikanten Anderungen der Zytokinkonzentrationen festgestellt. So
gab es auch hier keine unterschiedlichen Verldufe in den Zytokinkonzentrationen des
peripheren arteriellen Blutes und des Sinuscoronariusblutes. Auch zwischen den drei
gewidhlten Narkoseregimen gab es an keinem der vier Blutentnahmezeitpunkte

signifikante Unterschiede.
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In den folgenden Diagrammen werden die Zytokinkonzentrationen im arteriellen

Blut mit denen im Blut des Sinus Coronarius nach 24-stiindiger Kultur im

Vollblutansatz verglichen. Zunichst werden die drei Gruppen getrennt dargestellt, im

letzten Bild erfolgt die Betrachtung aller 55 Patienten unabhéingig vom gewéhlten

Narkoseregime.
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Abbildung 17: Gegeniiberstellung der gemessenen TNF-o-Konzentrationen nach 24-stiindiger
Inkubation in den Gruppen S (gelb), D (blau) und P (grau) sowie unabhiingig vom gewiihlten
Narkoseregime (rot).

Jeweils hellerer Farbton: Arterielles Blut, dunklerer Farbton: Blut des Sinus Coronarius; Darstellung
als MW + SEM.
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Tendenziell fillt in den Gruppen D und S eine geringere Zytokinkonzentration im

Blut des Sinus Coronarius im Vergleich zum peripheren arteriellen Blut auf. Jedoch

lieBen sich zu keinem der Messzeitpunkte weder bei Betrachtung der einzelnen

Gruppen, noch bei Betrachtung der Ergebnisse unabhingig vom gewéhlten

Narkoseregime signifikante Unterschiede zwischen der Zytokinkonzentration im

peripher arteriellen Blut und der im Blut des Sinus Coronarius messen. Die Anzahl

an Seren mit messbarer Zytokinsynthese in der peripheren Arterie und im Sinus

Coronarius, die Messergebnisse und die mittels gepaartem t-test bzw. Wilcoxon

Rank Sum Test ermittelten p—Werte sind in Tabelle 7 aufgelistet.

Blutentnahme-
] m Periphere Arterie ~ Sinus Coronarius p Signifikanz
zeitpunkt

T1 4/3 25,441 + 16,430 3,107+ 2,111 0,313 ns

T2 3/3 4,418 £3,343 2,828 +£2,249 0,625 ns
S-Gruppe

T3 5/4 9,921 + 6,344 10,495 + 6,498 0,813 ns

T4 6/2 22,343 +£ 16,306 2,625 + 1,863 0,219 ns

T1 5/5 25,119 £ 12,094 12,216 £5,972 0,094 ns

T2 2/4 0,651 + 0,467 1,707 £ 1,213 0,625 ns
D-Gruppe

T3 5/6 20,082 + 10,829 8,108 + 3,677 0,578 ns

T4 5/6 9,626 +4,424 6,278 +2,705 0,219 ns

T1 6/4 2,134 +£ 0,943 3,093 + 1,965 0,938 ns

T2 5/4 2,583 +£1,219 3,928 +£3,252 0,563 ns
P-Gruppe

T3 4/6 3,766 +2.274 6,175+ 3,397 0,813 ns

T4 7/4 1,563 £ 0,676 3,296 + 2,002 0,813 ns
All T1 15/12 17,278 + 6,626 6,249 £ 2,304 0,080 ns

e

T2 10/11 2,483 £1,124 2,821 £ 1,366 0,639 ns

Narkose-
) T3 14/16 11,305 +4,319 8,178 2,610 0,984 ns

regime

T4 18/12 10,771 + 5,289 4,119 £1,292 0,246 ns

Tabelle 7: Gegeniiberstellung der gemessenen TNF-a-Konzentrationen [pg/ml] im arteriellen
Blut und im Blut des Sinus Coronarius nach 24-stiindiger Inkubation.

Darstellung als MW = SEM; m = Anzahl der Seren mit messbarer Zytokinsynthese (periphere
Arterie/Sinus Coronarius); ns = nicht signifikant.
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4.2.3.2 Zytokinkonzentration nach ex-vivo-Stimulation mit LPS

In den folgenden Abbildungen sind die TNF-o-Konzentrationen im peripheren
arteriellen Blut und im Blut des Sinus Coronarius nach ex-vivo-Stimulation mit LPS

und anschlieBender 24-stiindiger Kultur im Vollblutansatz dargestellt.
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Abbildung 18: TNF-a im arteriellen Blut (links) und im Blut des Sinus Coronarius nach LPS-
Stimulation und anschlieBender 24-stiindiger Inkubation.

Darstellung als MW = SEM. Sterne in der jeweiligen Farbe markieren signifikante Unterschiede im
Vergleich zum Zeitpunkt T1.

Unter Stimulation mit LPS kommt es erwartungsgeméll zu einem exponentiellen
Anstieg der Zytokinkonzentrationen. Nun ist bei beinahe allen Patienten zu nahezu
jedem Zeitpunkt eine TNF-o-Konzentration oberhalb der Messbarkeitsgrenze
feststellbar. Lediglich zum Zeitpunkt T2, bei dem bei allen Patienten ein
signifikanter Abfall der Zytokinkonzentration auffillt, ist in wenigen Seren keine
Zytokinausschiittung messbar. Im weiteren Zeitverlauf bleiben die Zytokinwerte
sowohl im peripheren arteriellen Blut (P-Gruppe: p < 0,001; D- und S-Gruppe: p <
0,05) als auch im Blut des Sinus Coronarius signifikant niedriger als die
prdoperativen Ausgangswerte (jeweils p < 0,05). Unter Narkosefithrung mit
Sevofluran ist jedoch die TNF-a-Konzentration im arteriellen Blut zum Zeitpunkt T4
(24 Stunden postoperativ) nicht mehr signifikant vom Ausgangswert T1 zu
unterscheiden. Zwischen den drei gewdhlten Narkoseregimen kommt es im
Coronarsinusblut zum Zeitpunkt T4 in der P-Gruppe zu einer signifikant hoheren
Zytokinausschiittung als in der D-Gruppe (p < 0,05). Derselbe Trend wurde in Bezug

auf die S-Gruppe festgestellt. Es scheint also im arteriellen Blut im Gegensatz zum
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Coronarsinusblut unter Narkosefiihrung mit Sevofluran friiher zu einer Erholung der

Zytokinproduktion zu kommen.

In den folgenden Diagrammen werden die Zytokinkonzentrationen im arteriellen
Blut mit denen im Blut des Sinus Coronarius nach ex vivo Stimulation mit LPS und
anschlieBender 24-stlindiger Inkubation verglichen. Zunédchst werden die drei
Gruppen getrennt dargestellt, im letzten Bild erfolgt die Betrachtung aller 55

Patienten unabhingig vom gewdhlten Narkoseregime.
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Abbildung 19: Gegeniiberstellung der gemessenen TNF-0-Konzentrationen nach Stimulation
mit LPS und anschlieender 24-stiindiger Inkubation in den Gruppen S (gelb), D (blau) und P
(grau) sowie unabhiingig vom gewihlten Narkoseregime (rot).

Jeweils hellerer Farbton: Arterielles Blut, dunklerer Farbton: Blut des Sinus Coronarius; Darstellung
als MW + SEM. Sterne markieren signifikante Unterschiede zwischen peripher arteriellem Blut und
Blut des Sinus Coronarius.

Auch nach ex-vivo-Stimulation mit LPS fallt insbesondere in den Gruppen D und S,
aber auch in der P-Gruppe eine tendenziell geringere Zytokinkonzentration im Blut

des Sinus Coronarius im Vergleich zum peripheren arteriellen Blut auf. Diese
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Unterschiede werden in der D-, S- und P-Gruppe zum Zeitpunkt T2 signifikant. In

allen drei Gruppen sind zum Zeitpunkt T3 keine unterschiedlichen
Zytokinkonzentrationen mehr messbar. Allerdings findet man in der D-Gruppe zum
Zeitpunkt T4 wieder eine signifikant niedrigere TNF-oa-Konzentraion im Sinus
Coronarius im Vergleich zum peripheren arteriellen Blut. Bei Betrachtung der
Ergebnisse unabhingig vom gewéhlten Narkosregmie zeigt sich, dass auch schon
zum Zeitpunkt T1 signifikante Unterschiede messbar sind. Die Anzahl an Seren mit
messbarer Zytokinsynthese in der peripheren Arterie und im Sinus Coronarius, die
Messergebnisse und die mittels paired t-test bzw. Wilcoxon Rank Sum Test

ermittelten p-Werte sind in Tabelle 8 aufgelistet.

Blutentnahme
) m Periphere Arterie Sinus Coronarius P Signifikanz
-zeitpunkt

T1 17/17  2128,231 £419,603  1704,589 + 171,275 0,064 ns

T2 12/12 353,189 + 84,058 231,191 + 56,274 0,027 s
S-Gruppe

T3 1716 512,314 £93,135 499,754 + 82,806 0,750 ns

T4 17/17  1038,858 + 194,684 771,052+ 143,334 0,340 ns

T1 19/19  2450,397 £312,064 2201,467 +323,880 0,128 ns

T2 17/14 883,581 + 238,393 642,705 £ 89,052 0,013 s
D-Gruppe

T3 19/19 901,474 + 213,511 766,157 £1 67,586 0,113 ns

T4 19/19 969,713 + 211,968 748,879 £201,756  <0,001 ]

T1 19/19  2353,614 £288,235 2230,223 £ 334,610 0,467 ns

T2 17/18 707,287 + 145,766 594,168 + 131,392 0,002 s
P-Gruppe

T3 19/19 800,459 + 108,076 818,865 £ 87,222 0,782 ns

T4 19/19  1618,182 +£221,324  1557,217 £302,322 0,096 ns
All T1 55/55  2317,384+192,955 2057,820+ 169,396 0,026 ]

e

T2 46/44 658,740 £ 102,523 498,742 + 83,631 <0,001 s

Narkose-
) T3 55/54 746,289 + 88,741 702,023 £ 71,315 0,380 ns

regime

T4 55/55  1215,101 £ 126,048 1034,977 + 140,573  <0,001 ]

Tabelle 8: Gegeniiberstellung der gemessenen TNF-a-Konzentrationen [pg/ml] im arteriellen
Blut und im Blut des Sinus Coronarius nach Stimulation mit LPS und anschlieSend 24-
stiindiger Inkubation.

Darstellung als MW = SEM; m = Anzahl der Seren mit messbarer Zytokinsynthese (periphere
Arterie/Sinus Coronarius); ns = nicht signifikant, s = signifikant.
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5 Diskussion

5.1 Wertung der Methodik

Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit der myokardialen Zytokinproduktion in
Folge einer kardiopulmonalen Bypass-Operation unter Benutzung der HLM. Die
Auswirkungen dreier verschiedener Narkoseregime werden dabei beriicksichtigt. Zur
organspezifischen Betrachtung der Zytokinausschiittung wurde sowohl das periphere
arterielle Blut, als auch Blut der gleichen Patienten aus dem Sinus Coronarius
untersucht und miteinander verglichen. Da die Reaktion der PMBC auf einen
zweiten Stimulus einen entscheidenden Einfluss auf das Outcome der Patienten hat,
wurde neben der Messung der spontanen Zytokinplasmaspiegel auch die

Zytokinausschiittung nach Stimulation mit bakteriellem Endotoxin untersucht.

5.1.1 Patienten

Von 186 Patienten, die sich innerhalb des Beobachtungszeitraumes einer ACB-
Operation an der Universitdtsklinik des Saarlandes unterziechen mussten, willigten
157 in die Teilnahme an unserer Untersuchung ein. Nach Priifung auf
Ausschlusskriterien wurden 63 von ihnen in die Studie einbezogen. Die
Ausschlusskriterien waren bewusst gewidhlt, um trotz des relativ kleinen
Patientenkollektivs ein homogenes und typisches Bild von Ergebnissen zu erlangen
und ein moglichst reprisentatives Patientengut in die Studie aufzunehmen.

Patienten mit bekannten Autoimmunerkrankungen sowie Patienten, die unter
Therapie mit Immunsuppressiva standen wurden von der Untersuchung
ausgeschlossen, um Einfliisse anderer Faktoren, als der des gewihlten
Narkoseregimes auf die Immunantwort klein zu halten. Auch Patienten mit
Tumorerkrankungen oder chronischen Entziindungen, die die immunologische
Ausgangssituation hitten beeinflussen konnen, konnten nicht an der Studie
teilnehmen.

Patienten mit einem weniger als drei Monte zuriickliegenden Myokardinfarkt oder
instabiler Angina Pectoris wurden von der Teilnahme an der Studie zuriickgestellt,
da bei ihnen bereits ohne kardiochirurgischen Eingriff erhohte Konzentrationen von
TNF-a vorliegen konnen [162]. Auch die IL6- und IL10-Spiegel werden durch

vorausgegangene kardiovaskuldre Ereignisse beeinflusst [10, 54, 72, 142].
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5.1.2 Anasthesieverfahren und perioperative Therapie

Vor Beginn und nach Ende der EKZ wurde die Narkose gemill der
Gruppenzugehorigkeit mit Sevofluran, Desfluran oder Propofol gefiihrt. Die
Priamedikation und Narkoseaufrechterhaltung wihrend der Zeit der EKZ erfolgte fiir
alle Patienten unabhingig von der Gruppenzugehdrigkeit standardisiert nach
allgemein akzeptierten Verfahren der Narkosefiihrung bei chirurgischen Eingriffen
zur aortokoronaren Revaskularisation. Obwohl alle Patienten wihrend der Zeit des
kardiopulmonalen Bypasses aus technischen Griinden mit Propofol anisthesiert
wurden, blieben signifikante Unterschiede zwischen den drei Gruppen bestehen. Bei
strikterer Trennung der Narkoseregime wiren die gemachten Beobachtungen
moglicherweise noch deutlicher ausgefallen.

Die Gabe von Cephalosporinen wie dem hier verwendeten Cefuroxim unmittelbar
préoperativ beeinflusst die LPS-stimulierte Ausschiittung von IL10 [171]. Da jedoch
alle Patienten die gleiche Menge des Medikaments erhielten, ist dieser Effekt zu

vernachlédssigen.

5.1.3 Extrakorporale Zirkulation

Der wesentliche immunologische Reiz einer EKZ ist das definierte kardiale
Ischdmieereignis wiahrend der aortalen Klemmzeit und eine generalisierte
Immunaktivierung durch den Kontakt des Blutes zu extrakorporalen Oberflachen.
Die im Rahmen anderer Studien [53, 85] gemessenen deutlich hoheren myokardialen
Zytokinkonzentrationen konnen am ehesten auf im Vergleich zu unserer
Untersuchung erheblich ldngere Operations-, EKZ- und Aortenklemmzeiten
zurlickgefiihrt werden.

Bei EKZ unter normothermen Bedingungen kommt es zur verstdrkten Freisetzung
der proinflammatorischen Zytokine TNF-a und IL6 [115]. Die im Rahmen unserer
Studie operierten Patienten wurden alle in méBiger Hypothermie von 32°C operiert,
wodurch dieser Effekt unterdriickt wurde.

Auch die Beeinflussung der Zytokinproduktion durch das Fiillvolumen der HLM
kann ausgeschlossen werden. In unserer Untersuchung bestand es aus 1500 ml
Ringer-Lactat und 500 ml Gelatinelosung. Zum einen wurde unabhingig von der

Gruppenzugehdrigkeit das gleiche Fiillvolumen gewéhlt, zum anderen konnte gezeigt
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werden, dass der Zusatz von Gelatinelosung im Rahmen der EKZ ohne Auswirkung

auf die Zytokinausschiittung bleibt [76].

5.1.4 Messzeitpunkte

Im Laufe der Untersuchung fanden Blutentnahmen zu vier definierten Zeitpunkten
statt. Der Messzeitpunkt T1 unmittelbar nach Beendigung der Narkoseeinleitung
stellt einen praoperativen Ausgangswert dar.

Die kritischste Phase im Rahmen einer aortokoronaren Revaskularisation ist die
Reperfusion mit der Entwohnung von der Maschine. Es werden vermehrt
proinflammatorische Zytokine freigesetzt, die zu einer lokalen Verdnderung des
Endothels mit nachfolgend erheblicher Beeintrichtigung der myokardialen
Kontraktilitit und zum Untergang von Myokardgewebe fithren [35, 67, 94]. Zum
Zeitpunkt T2 20 Minuten nach Ende der EKZ ist somit von maximalen
Zytokinspiegeln im unstimulierten Vollblutansatz sowie von einer maximalen
Suppression der stimulierten Zytokinantwort auszugehen.

Die Zeitpunkte T3 und T4 dienen zur engmaschigen Beobachtung im postoperativen
Verlauf. Uber den Zeitraum bis zur vollstindigen Normalisierung der Zytokinspiegel
kann im Bezug auf IL6 im unstimulierten Vollblutansatz, sowie IL10 und TNF-o im
LPS-stimulierten Vollblutansatz keine Aussage gemacht werden, da teilweise die
praoperativen Ausgangswerte zum Zeitpunkt T4 noch nicht wieder erreicht waren.
Diesbeziiglich erscheint es sinnvoll, in einer weiteren Studie den postoperativen
Verlauf iiber mehr als 24 Stunden zu untersuchen.

Verdanderungen der Zytokinkonzentrationen auflerhalb der durch das
Studienprotokoll iiberwachbaren Zeitpunkte sind nicht auszuschlieen, vor allem im
Hinblick auf die im Minutenbereich liegende biologische Halbwertszeit der Zytokine
[47, 57, 64].

5.1.5 Messmethodik

Die entnommenen Blutproben wurden eisgekiihlt gelagert und jeweils unverziiglich
weiterverarbeitet, sodass lagerungsbedingte Beeinflussungen der Messergebnisse
nahezu auszuschlielen sind.

Zur weiteren Beobachtung wurde der Vollblutansatz nach Wilson mit leichten

Modifikationen wie von Kleinschmidt et al. beschrieben gewidhlt [91, 165]. Im
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verdiinnten Vollblutansatz bleibt die Lebensfiahigkeit und Funktion mononukleérer
Zellen fiir mindestens 72 Stunden erhalten [165]. Die in-vitro-Kultur erlaubt die
Beobachtung der mononukledren Zytokinproduktion unter nahezu physiologischen
Bedingungen. Limitiert ist das Verfahren lediglich durch das Fehlen der in vivo
vorhanden physiologischen GefaBwinde. Ein weiterer Vorteil der Vollblutkultur
gegeniiber isolierten Zellen besteht in der Vermeidung zelluldrer Stressphdnome im
Rahmen der Zellisolierung. Auflerdem bietet das Verfahren die Moglichkeit, an
relativ kleinen Blutmengen alle nétigen Untersuchungen durchzufiihren, und
vermeidet dadurch eine unnétige zusétzliche Belastung des Patienten durch grofie
Mengen entnommenen Blutes.

Es bleibt fraglich, ob nach 24-stiindiger Inkubation beziehungsweise nach LPS-
Stimulation der PMBC gemessene Zytokinkonzentrationen noch Riickschluss auf
eine myokardiale Produktion der Zytokine aufweisen konnen. Vielmehr liegt der
Gedanke nahe, dass ein Grofteil der gemessenen Menge an Zytokin monozytiren
Ursprungs ist, was den teils nicht messbaren Unterschied zwischen der
Zytokinkonzentration im peripheren arteriellen Blut und im Blut des Sinus
Coronarius erkliren kann. In weiterfilhrenden Studien zur genaueren Beurteilung der
kardialen Zytokinproduktion sollte der Versuchsaufbau dahingehend modifiziert
werden.

In diesem Zusammenhang bemerkenswert ist der trotzdem deutlich messbare
Unterschied der IL6-Konzentrationen zwischen peripherem arteriellem Blut und
Sinuscoronariusblut nach einstiindiger Inkubation. Ob dieser auch nach lédngerer
Inkubation weiterhin messbar bleibt, ist im Rahmen unseres Studiendesigns nicht zu

eruieren.

5.2 Diskussion der Ergebnisse

Zellulaire und humorale Immunreaktionen beeinflussen wesentlich den
Operationserfolg und den postoperativen Genesungsprozess von Patienten nach
chirurgischen Eingriffen. Diese immunologischen Vorgénge leisten ihren Beitrag zur
postoperativen ~ Dysfunktion von  Organen, welche schlieBlich  zum
Multiorganversagen fiihren kann [160]. In den letzten Jahren sind eine Vielzahl von

Untersuchungen zur generalisierten Entziindungsreaktion nach kardiochirurgischen
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Eingriffen durchgefiihrt worden. Das Hauptaugenmerk richtet sich dabei auf die
Rolle der Zytokine.

Die Ausschiittung der verschiedenen Zytokine stellt ein facettenreiches Geschehen
mit einer Vielzahl von Interaktionen dar. Fiir die Interpretation der erhobenen
Messergebnisse scheint deshalb weniger die isolierte Betrachtung eines einzelnen
Messwertes, als vielmehr die Beurteilung des Konzentrationsverlaufs der pro- und
antiinflammatorischen Zytokine tiiber die Zeit sowie deren Mengenverhéltnis
zueinander von Bedeutung zu sein [53, 172].

Obwohl eine exzessive Ausschiittung von proinflammatorisch wirksamen Zytokinen
moglicherweise zu einer postoperativen Beeintrichtigung von Organfunktionen
fiihrt, ist ihre Freisetzung im Rahmen der Infektionsabwehr oder der Wundheilung
bei chirurgischen Patienten von eminenter Bedeutung. Die Relevanz einer
ausreichenden proinflammatorischen Antwort wird in einem Mausmodel mit
Peritonitis deutlich [39]. Méuse ohne TNF-a hatten eine signifikant hohere
Mortalitdtsrate verglichen mit immunkompetenten Tieren. Wéhrend diese
Beobachtung eher im Bezug auf lokale bakterielle Stimuli zuzutreffen scheint, kann
im Bezug auf eine systemische Entziindung ein Uberwiegen der
antiinflammatorischen Komponenten von Vorteil sein [148].

Zur Gewdihrleistung normaler Organfunktionen ist also offensichtlich neben einer
ausreichenden proinflammatorischen Antwort auch eine adéquate kompensatorische
Freisetzung antiinflammatorischer Zytokine notig. Kommt es jedoch im Rahmen der
physiologischen Gegenregulation auf eine inflammatorische Noxe zu einer
iiberschiefenden Bildung antiinflammatorischer Mediatoren, resultiert daraus
moglicherweise eine relative Immunparalyse und eine erhdhte Infektanfilligkeit des
Organismus. Durch dieses als compensatory anti-inflammatory response syndrome
(CARS) bezeichnete Krankheitsbild kann somit der Patient ebenso gefidhrdet werden,
wie durch das systemic inflammatory response syndrom (SIRS) [17]. In welcher
Weise der Organismus auf die angreifenden Noxen reagiert und ob ein
Gleichgewicht zwischen pro- und antiinflammatorisch wirksamen Mediatoren
erreicht wird, ist von zentraler Bedeutung fiir die Heilungschancen des Patienten

[18].
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5.2.1 Spontane Zytokinfreisetzung

Die im Rahmen unserer Studie durchgefithrten Messungen der TNF-o-
Konzentrationen im unstimulierten Vollblutansatz gaben wenig Aufschluss {iber den
Verlauf der TNF-a-Synthese. Sowohl nach ein- als auch nach 24-stiindiger
Inkubation konnten wéhrend des Beobachtungszeitraums keine signifikanten
Anderungen der Zytokinplasmaspiegel festgestellt werden. Auch zwischen den
Zytokinkonzentrationen im peripheren arteriellem Blut und Sinuscoronariusblut
zeigten sich keine Unterschiede.

Anderen Autoren gelang es ebenfalls nicht, richtungsweisende Ergebnisse beziiglich
der unstimulierten TNF-a-Produktion zu erzielen [20, 161]. In einer Untersuchung
von Borgermann et al. zeigte sich bei keinem der in die Studie mit einbezogenen
Patienten im unstimulierten Vollblutansatz eine messbare TNF-a-Sekretion.
Allerdings gelang es den Autoren ebenso wie uns, die stark ansteigenden IL6 und
IL10-Werte nach Ende der EKZ nachzuweisen.

Eine Ursache dafiir konnten die generell niedrigen TNF-a-Konzentrationen der in
unsere Studie einbezogenen Patienten, aufgrund der verglichen mit anderen Studien
kurzen Bypass- bzw. Aortenklemm- und Operationszeiten sein. Andere Autoren
messen  erstaunlich  hohe  Zytokinkonzentrationen in einem  dhnlichen
Versuchsaufbau, allerdings bei deutlich ldngeren Operationszeiten [53, 85].

Daneben konnten die gewidhlten Blutentnahmezeitpunkte eine Rolle spielen (siehe
Abbildung 20). Zum Zeitpunkt der hochsten IL6- und IL10-Plasmaspiegel, ist der
Scheitelpunkt des Verlaufs der TNF-a-Konzentration bereits iiberschritten. Demnach
kann man davon ausgehen, dass dem von uns gemessenen Anstieg der IL10-
Konzentrationen ein proinflammatorischer Stimulus in Form verstirkter TNF-o-

Produktion voraus gegangen ist [ 164].
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Abbildung 20: Verlauf der spontanen Zytokinkonzentrationen nach einem auslosenden Ereignis
zum Zeitpunkt 0.

Modifiziert nach [102].

Auch das Zusammenspiel der Zytokine untereinander kann seinen Teil zu den kaum
messbaren TNF-o-Konzentrationen beigetragen haben [101]. Die Produktion von
IL10 wirkt sowohl auf die kardiomyozytére, als auch auf die monozytire TNF-a
Produktion inhibitorisch [15]. Es hemmt {iiber Aktivierung des JAK/STAT-
Signalwegs und damit Inhibition des NFkB die Synthese der proinflammatorischen
Zytokine [128]. IL6 kann ebenfalls die Synthese von TNF-a sowohl direkt hemmen,
als auch natiirliche Antagonisten des Zytokins induzieren [137, 146, 166].

Beziiglich der Plasmaspiegel von IL10 im unstimulierten Vollblutansatz konnten
ebenfalls keine richtungsweisenden Ergebnisse gewonnen werden. Es wurden keine
wesentlich unterschiedlichen Verldufe in den Zytokinkonzentrationen zwischen den
drei Gruppen gemessen. Die IL10-Plasmaspiegel im arteriellen Blut sind zu keinem
Zeitpunkt signifikant von denen im Sinus Coronarius zu unterscheiden. Anderen
Arbeitsgruppen gelang es ebenfalls nicht, signifikante Unterschiede zwischen
verschiedenen Blutentnahmeorten zu bestitigen [158]. Eine mdgliche Erklirung
bietet die Annahme, dass die Zytokinspiegel im Coronarsinusblut vor dem
Messzeitpunkt T2 so stark angestiegen sind, dass sie sich bis 20 Minuten nach Ende
der EKZ bereits im gesamten Kreislaufsystem gleichméBig verteilt haben. Zum
Zeitpunkt T2 kommt es sowohl im peripheren arteriellen Blut als auch im

Sinuscoronariusblut zu signifikant gesteigerten Zytokinwerten bei Betrachtung aller
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Patienten unabhdngig vom gewéhlten Narkoseregime. Aufgrund der grof3en
interindividuellen Streubreite und der geringen Zahl von Seren, in denen sich IL10
nachweisen liess, kann diese Signifikanz nicht fiir die einzelnen Gruppen bestétigt
werden. Ab dem Zeitpunkt T3 sind die IL10-Werte nicht mehr signifikant von den
prdoperativen Ausgangswerten zu unterscheiden. Auch diese Ergebnisse stimmen

mit denen anderer Autoren tiberein [91, 101].

Die Untersuchungen beziiglich des teilweise proinflammatorischen Zytokins IL6
ergaben hingegen deutlich gréferen Aufschluss auf die immunologische Situation
der Patienten.

Im Rahmen der von uns erhobenen Ergebnisse kommt es sowohl im peripheren
arteriellen Blut als auch im Sinuscoronariusblut zum Zeitpunkt T2 unter
Narkosefithrung mit volatilen Anisthetika verglichen mit den pridoperativen
Ausgangswerten zum signifikanten Anstieg der unstimulierten IL6-Konzentrationen.
Erst zum Zeitpunkt T3 ist auch unter Propofol ein signifikanter Anstieg der
Zytokinkonzentrationen festzustellen. In allen drei Gruppen bleibt die IL6-
Konzentration auch 24 Stunden postoperativ im Vergleich zum Zeitpunkt T1 noch
signifikant erhoht.

Andere Autoren beschreiben ebenfalls erhohte IL6-Spiegel nach Operationen unter
Einsatz der EKZ [41, 91, 101, 164]. GemiB der Beobachtungen von Lin et al. bleiben
diese iiber einen Zeitraum von bis zu zehn Tagen bestehen.

Ebenfalls bereits beschrieben wurden die unterschiedlichen Einfliisse verschiedener
Narkoseregime auf die Zytokinproduktion. De Hert et al. zeigen einen verspiteten
Anstieg der IL6-Spiegel unter Narkosefiihrung mit Propofol [28]. Kawamura et al.
beschreiben niedrigere Plasmaspiegel von IL6 und IL8 60 und 180 Minuten nach
Entfernen der Aortenklemme bei Patienten, die sich einer ACB-Operation
unterzogen, wenn diese Patienten eine Andsthesie mit Sevofluran anstatt mit
Propofol erhalten hatten [85]. Die Autoren fanden erstaunlich hohe
Zytokinplasmaspiegel, was sicherlich zumindest zu einem Teil zu den signifikanten
Ergebnissen beigetragen hat. El Azab et al. hingegen konnten keine Unterschiede
beziiglich der TNF-o-, IL6- und IL8- Ausschiittung bei Patienten, die eine
Anisthesie basierend auf Sevofluran erhielten im Vergleich zu solchen, die entweder

Propofol oder Midazolam erhalten hatten, feststellen. Genau wie in unserer Studie
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gelang es den Autoren nur geringe Mengen an Zytokin nachzuweisen, wodurch
statistisch signifikante Ergebnisse bei einem kleinen Patientenkollektiv schwer zu
erreichen waren [41]. Die Narkosefilhrung mit Propofol scheint also zu einem
insgesamt gesteigerten, allerdings im Verlauf im Vergleich zu der mit volatilen
Anisthetika, spiteren Anstieg der IL6-Synthese zu fiihren.

Trotz gleicher Verldaufe der Zytokinkonzentrationen im peripheren arteriellen Blut
und im Sinuscoronariusblut, lassen sich beim direkten Vergleich der Zytokinspiegel
signifikante Unterschiede messen. Auch hier nimmt das gewihlte Narkoseregime
Einfluss auf die Ergebnisse. So kommt es unter Narkosefiihrung mit Propofol zum
Zeitpunkt T3 zu signifikant héheren Zytokinkonzentrationen im Sinus Coronarius,
wihrend unter Sevofluran und Desfluran dieser schon zum Zeitpunkt T2 messbar ist.
Im Gegensatz zu den Ergebnissen unserer Arbeitsgruppe fanden Corcoran et al.
keinen Unterschied zwischen den IL6 Spiegeln im peripheren arteriellen Blut und im
Blut des Sinus Coronarius [28]. Dies kann darin begriindet sein, dass der letzte
Entnahmezeitpunkt aus dem Sinus Coronarius bei Corcoran et al. 20 Minuten nach
Ende der EKZ lag. Zu diesem Zeitpunkt waren bei uns in der Propofolgruppe
ebenfalls noch keine signifikanten Unterschiede in den IL6-Plasmaspiegeln zwischen
peripheren arteriellem Blut und Sinuscoronariusblut messbar.

Die erhohten Zytokinkonzentrationen im Sinus Coronarius erkldren sich zum
Grofiteil durch die vermehrte Neusynthese im Myokard. Einen Beitrag dazu leistet
sicherlich auch die Produktion der durch lokale Intervention gereizten ortsstindigen

Makrophagen, Lymphozyten und Endothelzellen [70].

Neben den bereits genannten Griinden fiir die verglichen mit anderen Arbeitsgruppen
teilweise abweichenden Ergebnisse sind unter Umstinden auch unterschiedliche
Patientenpopulationen, ein unterschiedliches Management der EKZ oder eine andere
Spezifitit und Sensitivitit der verwendeten Bestimmungsverfahren zu nennen.

Die entscheidende Neuerung im Rahmen unserer Studie ist die Erkenntnis, dass eine
Narkosefiihrung mit Propofol im Gegensatz zur Narkosefilhrung mit volatilen
Anisthetika, sowohl die systemische, als auch die myokardiale IL6-Synthese

verzogert.
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5.2.2 Zytokinfreisetzung nach Stimulation mit LPS

Die Reaktion des Organismus auf eine zweite, in engem zeitlichen Zusammenhang
zur EKZ stehende Herausforderung des Immunsystems im Sinne der ,,multiple-hit*
Theorie des Multiorganversagens, spielt angesichts einer Inzidenz von > 6% von
nosokomialen Infektionen nach ACB-Operationen, eine entscheidende Rolle [50,
103]. Diese Theorie besagt, dass ein Organismus, der bereits mit einer Aktivierung
des Immunsystems und einer erheblichen Zytokinfreisetzung auf ein Stressereignis
bakterieller oder abakterieller Art reagiert hat, nicht in der Lage ist, auf eine zweite
Noxe, die der ersten direkt folgt, addquat zu reagieren.

In unserem Versuchaufbau stellt das erste Stressereignis die Herzoperation unter
Anwendung der EKZ dar, die zweite Noxe ist die in-vitro-Stimulation mit dem
Endotoxin gramnegativer Bakterien. Frithere Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe
beziiglich der endotoxinstimulierten Zytokinantwort an einem ex-vivo-Modell nach
EKZ zeigten perioperativ eine eingeschrinkte Zytokinsynthese der mononukledren
Zellen [56, 91]. Ahnliche Phinomene wurden auch bei Patienten mit Sepsis [44] oder
nach schweren Verletzungen gefunden [87]. Die gleichen Ergebnisse fanden sich bei
Patienten, die sich einer Bauchaortenoperation unterzogen [172]. Dabei war eine
hohe Korrelation zwischen dem Ausmall der Hemmung der Syntheseleistungen von
TNF-0 und einem ungiinstigen klinischen Verlauf des Patienten zu verzeichnen. Je
ausgeprigter die Suppression der Monozyten ausfiel und je langer sie anhielt, desto

schlechter war die Prognose des Patienten.

Unterschiede in der Stimulierbarkeit der Monozyten aus arteriell gewonnenem Blut
und solchen aus dem Blut des Sinus Coronarius wurden bisher nicht untersucht. Aus
diesem Grund wurde von uns im Vollblutansatz mit Blutproben von beiden
Entnahmeorten die Reaktionsfahigkeit des Immunsystems auf maximale Stimulation
mit 1 pg Toxin gramnegativer Bakterien pro Milliliter Blut simuliert [91, 116, 165].

Im Vergleich zur spontanen Zytokinausschiittung lieBen sich sowohl im peripheren
arteriellen als auch im Coronarsinusblut signifikant und im Ausmal} exponentiell
gesteigerte Zytokinkonzentration messen. Auch bei Patienten, bei denen die Menge
an spontan freigesetztem Zytokin unterhalb der Nachweisgrenze lag, konnte nach

Stimulation mit LPS eine Zytokinausschiittung nachgewiesen werden.
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Betrachtet man die im Rahmen unserer Studie erhobenen TNF-a-Konzentrationen,
kommt es nach Ende der EKZ sowohl im peripheren arteriellen Blut als auch im
Sinus Coronarius zu einem signifikanten Abfall der gemessenen Plasmaspiegel. Als
Begriindung fiir diese Beobachtung reicht die Himodilution beispielsweise durch das
Fillvolumen der HLM oder durch intravendse Volumensubstitution nicht aus.

Die Spiegel bleiben bis 24 Stunden postoperativ erniedrigt, lediglich unter
Narkosefiithrung mit Sevofluran kommt es im arteriellen Blut zum Zeitpunkt T4 zu
einer Erholung der TNF-a-Produktion.

Auch andere Autoren beschreiben eine minimale LPS-stimulierte TNF-a-Synthese
nach Ende der EKZ [20, 56, 91, 121, 164]. Im Rahmen der Untersuchungen von
Borgermann et al. waren die TNF-a-Spiegel unter Narkosefiithrung mit Isofluran
sogar am sechsten postoperativen Tag noch signifikant niedriger als die
préoperativen Ausgangswerte.

Die eingeschrinkte Fidhigkeit mononukledrer Zellen auf eine Endotoxinstimulation
mit einer addquaten Synthese und Freisetzung proinflammatorischer Zytokine zu
reagieren, deutet moglicherweise auf eine FEinschrinkung der korpereigenen
Abwehrmechanismen hin. Vor diesem Hintergrund gewinnt die schon zu Beginn des
Kapitels erwidhnte Untersuchung an Bedeutung, im Rahmen derer eine Suppression
der endotoxinstimulierten TNF-a-Freisetzung bei Patienten, die sich einer
Bauchaortenaneurysmaoperation ~ unterzogen, mit einem  beeintrichtigten
postoperativen Genesungsprozess zu korrelieren schien [172]. Obwohl das
Patientenkollektiv ~ unserer  Studie = nicht unbedingt mit dem  der
Bauchaortenaneurysmata vergleichbar ist, konnte das beschriebene Zytokinmuster
unter Narkosefithrung mit Sevofluran die Fdhigkeit der Patienten, eine suffiziente
Immunantwort zu generieren im perioperativen Zeitraum positiv beeinflusst haben.
Im Gegensatz zu den von uns erhobenen Ergebnissen war in einer Studie von El
Azab et al. die TNF-o-Ausschiittung nach ex-vivo-Stimulation mit LPS bei
Patienten, die sich einer aortokoronaren Bypassoperation unterzogen hatten,
unmittelbar postoperativ sowie 24 Stunden nach Ende des Eingriffs bei Patienten
unter Midazolam Narkose signifikant hoher als unter Narkosefiihrung mit Sevofluran
[40]. Diese klinische Beobachtung wird auch durch experimentelle Daten unserer
Arbeitsgruppe gestiitzt [96]. Da im Rahmen unseres Versuchsaufbaus keine der

Gruppen mit Midazolam andsthesiert wurde, da eine Benzodiazepin Narkose heute
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als unzeitgemil gelten muss, ist nicht auszuschlieBen, dass sich unter diesen

Bedingungen die TNF-o-Synthese ebenfalls entsprechend friiher erholt hétte.

Neben der supprimierten Stimulierbarkeit der Monozyten fallt in allen drei Gruppen
zusétzlich eine signifikant niedrigere TNF-a-Synthese im Blut des Sinus Corornarius
zum Zeitpunkt T2 verglichen mit der peripheren Arterie auf.

Obwohl die primédre Quelle zirkulierender proinflammatorischer Zytokine nach
kardiopulmonalem Bypass die peripheren Monozyten nach Aktivierung durch
fremde Oberflichen und Endotoxine sind [126, 160], konnte gezeigt werden, dass
auch das Herzgewebe proinflammatorische Zytokine wie TNF-a [80, 112, 158], IL6
[100, 123] oder IL8 [158] produziert. Sowohl Ischimie-Reperfusionsvorgéinge [58]
als auch LPS [80] konnen die kardiale Zytokinsynthese stimulieren.

Eine verspitete Erholung der Stimulierbarkeit der aus dem Sinus Coronarius
gewonnenen Blutzellen ldsst vermuten, dass im Rahmen der vorangegangen
chirurgischen Intervention der negative Einfluss auf das Myokard im Gegensatz zu

den restlichen Geweben des Korpers am stirksten ist.

Nicht nur die Synthese von TNF-a, auch die von IL10 ist nach Ende der EKZ
signifikant vermindert. Zum Zeitpunkt T2 kam es in allen Gruppen sowohl im
peripheren arteriellen als auch im Coronarsinusblut zum signifikanten Abfall der
IL10-Synthese. Griinde der Himodilution beispielsweise durch das Fiillvolumen der
HLM oder durch intravendse Volumensubstitution sind auch hier als alleinige
Erklirung fiir diese Beobachtung nicht ausreichend. Friihere Untersuchungen zeigen,
dass zwar die Zytokinproduktion nach Beendigung der EKZ signifikant abfillt, es
jedoch trotz Hamodilution zu einem deutlichen Anstieg der Leukozyten im
peripheren Blut kommt, der eine gesteigerte Zytokinausschiittung vermuten lassen
wiirde [91].

Wiéhrend im arteriellen Blut unter Narkosefithrung mit Sevofluran die IL10-
Konzentration zum Zeitpunkt T3 nicht mehr vom Ausgangswert zu unterscheiden ist,
bleibt sie in der gleichen Gruppe im Coronarsinusblut auch am Zeitpunkt T4 noch
hinter der prdoperativen Werten zuriick. Die aus dem Coronarsinus gewonnenen
Monozyten scheinen in ihrer Reaktionsfdhigkeit auf den Endotoxinstimulus im

Vergleich zu denen aus dem arteriellen Blut deutlich gemindert. In der D- und in der
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P-Gruppe sowie bei Betrachtung der Zytokinkonzentrationen unabhédngig vom
gewdhlten Narkoseregime steigen die Zytokinlevel zum Zeitpunkt T4 sowohl im
peripheren arteriellen Blut als auch im Blut des Sinus Coronarius wieder an, sodass
kein Unterschied zum Ausgangswert mehr erkennbar ist. Trotz des unterschiedlichen
zeitlichen Verlaufs der Zytokinkonzentrationen im peripheren arteriellen Blut und im
Sinus Coronarius kann man beim direkten Vergleich der Messergebnisse innerhalb
eines Zeitpunktes keine signifikanten Unterschiede messen. Dies kann durch einen
hohen Anteil monozytir produzierten IL10 im LPS-stimulierten Vollblutansatz
bedingt sein, wodurch der kardiale Anteil von IL10 im Verhiltnis kaum ins Gewicht
fallt und somit kein Unterschied sichtbar wird. Der friilhe Wiederanstieg der
Stimulierbarkeit der aus dem peripheren arteriellen Blut gewonnenen Monozyten
unter Narkosefiihrung mit Sevofluran kann Hinweis auf eine frithzeitige Erholung
der antiinflammatorischen Komponente des Immunsystems sein und somit einen
Benefit beziiglich des klinischen Outcomes darstellen. Aus dem Coronarsinus
gewonnenes Blut sowie die Proben der Patienten, deren Narkose mit Desfluran oder
Sevofluran gefiihrt wurde, weisen diesen frithen Anstieg nicht auf.

Eine Narkosefiihrung mit Sevofluran scheint demnach nicht nur den Wiederanstieg
der Stimulierbarkeit der aus dem peripheren arteriellen Blut gewonnenen
mononukledren Zellen in Bezug auf die Produktion von TNF-0, sondern auch im

Bezug auf IL10 zu begiinstigen.
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6 Schlussfolgerungen

Die von uns erhobenen Ergebnisse zeigen eine messbare myokardiale IL6-
Produktion. Deren Ausmall und Verlauf wird durch die Art des Narkoseregimes
beeinflusst. Eine Narkoseflihrung mit Propofol scheint dabei sowohl die systemische,
als auch die kardiale proinflammatorische Zytokinproduktion zu verzdgern. In
Zusammenschau mit den Ergebnissen andere Arbeitsgruppen wird deutlich, dass es
unter Sevofluran zum zwar frithzeitigeren, allerdings weniger starken Anstieg der
Zytokinplasmaspiegel kommt. Auswirkungen auf den klinischen Verlauf konnten im
Rahmen unseres Studiendesigns nicht erhoben werden. Andere Autoren beschreiben
eine Korrelation hoher myokardialer IL6-Spiegel mit einer stidrker ausgepragten
postoperativen Myokardischdmie und segmentalen Wandbewegungsanomalien [6].
Im Zusammenhang mit der Synthese von IL6 konnte von anderen Autoren ein
Zusammenhang mit einem schlechteren klinischen Outcome gezeigt werden [10, 72,
143]. Inwieweit neben der Hohe des Zytokinplasmaspiegels auch der Zeitpunkt der
starksten IL6-Synthese von Bedeutung ist, miissen weiterfiihrende Untersuchungen

zeigen.

Hinsichtlich der Stimulierbarkeit der PMBC zeigte sich im peripheren arteriellen
Blut eine signifikant schnellere Wiederherstellung der Ausgangssituation unter
Narkosefiihrung mit Sevofluran. Unter Heranziehung der Ergebnisse von Ziegenfuss
et al. [172] und Heagy [63], scheint dies mit einem positiven Outcome zu
korrelieren. Berlicksichtigt man jedoch die Tatsache, dass die IL10-Synthese im
Coronarsinusblut in der S-Gruppe, im Vergleich zu der D- und P- Gruppe deutlich
langer supprimiert bleibt, fillt es schwer, eine Aussage beziiglich eines moglichen
Vorteils der Narkosefiihrung mit Sevofluran zu treffen. Auch diesbeziiglich miissen

weitere Studien zeigen, ob tatsidchlich von einem Benefit ausgegangen werden kann.
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