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1. Zusammenfassung

Das Immunsystem wird perioperativ von vielen velsgbnen Faktoren und Komponenten
beeinflusst. In den letzten Jahren haben sich eighie Studien mit diesem Thema beschaftigt
und es scheint, dass neben operativem Trauma, Shemelokriner Mediatorfreisetzung und
der Transfusion von Blutprodukten auch die Wahl Aeasthetikums einen Einfluss auf die
Immunantwort hat. Trotz intensiver Forschung awdsdim Gebiet ist noch nicht eindeutig
geklart, wie grol3 der Einfluss unterschiedliche&sthesieverfahren — Regionalanésthesie im
Vergleich zur Allgemeinanasthesie — auf das Immsiesy wirklich ist und ob sich daraus
eine klinische Relevanz ableiten lasst.

In der vorliegendenex vivo / in vitro Studie wurde der Effekt unterschiedlicher
anasthesiologischer Verfahren bei vergleichbaresradiyen Trauma auf das Immunsystem
von Patienten untersucht.

Das beobachtete Patientenkollektiv musste sichneimdektiven knieendoprothetischen
Eingriff unterziehen. Bei dieser Operation kann diedsthesie mittels unterschiedlicher
Verfahren erfolgen: Entweder durch eine Regionatn@sie (kombinierte Spinal-Epidural-
Anasthesie, CSE) oder durch eine Allgemeinanashésiubationsnarkose, ITN).

Die vendsen Blutentnahmen fanden zu sechs versoieadZeitpunkten statt (TO: unmittelbar
vor Narkoseeinleitung, T1: unmittelbar nach Narkeskeitung, T2: direkt nach der Operation
im Aufwachraum, T3: 6 Stunden postoperativ, T4:S2dnden postoperativ, T5: 48 Stunden
postoperativ). Die Blutproben wurden jeweils aukrnsatze verteilt, ein Ansatz wurde mit
Endotoxin stimuliert, der andere blieb unstimuliekhschlie3end wurden in den einzelnen
Ansatzen sowohl die Zytokinausschuttung (TWHAL-10 und IL-6) mittels enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) als auch die Expressiages monozytaren
Oberflachenrezeptors CD14 mittels Durchflusszytommédtluorescence-activated cell sorting,
FACS) bestimmt.

Wir konnten signifikante Unterschiede der Zytokissehittung zwischen den beiden
Andasthesieverfahren zeigen.

Die spontane TNIe-Ausschittung war zu allen postoperativen Zeitpenkin der CSE-
Gruppe groR3er als im Vergleich zur ITN-Gruppe (IV8l CSE, T2: p=0,008, T3: p=0,027,
T4. p=0,043, T5: p=0,017). Es zeigte sich unmitelmach Anasthesieeinleitung eine
signifikant hohere endotoxinstimulierte TMNfFAusschuttung in der CSE-Gruppe im
Vergleich zur ITN-Gruppe (ITN vs. CSE, T1: p=0,000h peri- und postoperativen Verlauf
der ITN-Gruppe konnte zundchst eine statistisch eveeite Abnahme der

endotoxinstimulierten TNIe-Ausschittung zwischen dem Zeitpunkt unmittelbarchna
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Narkoseeinleitung bis 6 Stunden postoperativ fasédje werden (ITN, T1 vs. T3: p=0,022).
Im weiteren Verlauf zeigte sich wiederum ein siggahter Anstieg der endotoxinstimulierten
TNF-a-Ausschittung bis 48 Stunden postoperativ (ITNy33T5: p=0,022).

Die endotoxinstimulierte 1L-10-Ausschittung zeigébenfalls signifikante Unterschiede
zwischen den beiden Studiengruppen. Nach Narkdséeimg und 6 Stunden postoperativ
konnten wir jeweils in der CSE-Gruppe hdhere Zyt&knzentrationen messen als in der
ITN-Gruppe (ITN vs. CSE, T1: p=0,037, T3: p=0,008pes Weiteren sank die
endotoxinstimulierte IL-10-Ausschittung innerhalber d ITN-Gruppe wéahrend des
Operationstages statistisch signifikant ab (ITNVE0T3: p=0,029).

Auch bei der spontanen IL-6-Ausschittung konntensignifikante Unterschiede zwischen
den Anéasthesieverfahren feststellen. Unmittelbahmenasthesieeinleitung sowie 24 Stunden
postoperativ war die spontane IL-6-Ausschittunglen ITN-Gruppe hoher als in der CSE-
Gruppe (ITN vs. CSE, T1: p=0,032, T4: p=0,011).

Die statistische Auswertung der monozytaren CDEkpression zeigte ebenfalls signifikante
Unterschiede.

Der Vergleich der beiden Anasthesieverfahren emjabn signifikant hoheren prozentualen
Anteil der CD14" Monozyten in der CSE-Gruppe verglichen mit der {Elippe sowohl 24
als auch 48 Stunden postoperativ (CSE vs. ITNp&®,031, T5: p=0,010).

Innerhalb der CSE-Gruppe zeigte sich sowohl mitaaish ohne Endotoxinstimulation eine
Abnahme des Anteils der CDf4und CD14 Monozyten sowohl 24 als auch 48 Stunden
postoperativ verglichen mit dem Operationstag (CBEund T5 vs. TO, T1 und T2, p<0,05).
Gleichzeitig konnten wir eine signifikante Zunahuies Anteils der CDI4 Monozyten an
beiden postoperativen Tagen in der CSE-Gruppetédists (CSE, T4 und T5 vs. TO und T1,
p<0,05). Nach Endotoxinstimulation war diese Zunahmir am ersten postoperativen Tag
signifikant (CSE, T4 vs. TO, T1 und T2, p<0,05).

Es scheint sich somit ein Einfluss des Anéasthediagiireens auf die monozytare
Immunantwort des Patienten abzuzeichnen. Maoglichsev beeinflusst eine
Allgemeinanasthesie die Immunfunktion starker aisRegionalverfahren. Dieses kénnte vor
allem bei Risikopatienten von grofR3erer Bedeutung aks bisher angenommen. Hierdurch
kénnten sich eventuell Strategien zur Vermeidungtguerativer Komplikationen ableiten

lassen.
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Summary

Ex vivo / in vitro study on the effect of different anaesthetic techgues on spontaneous
and stimulated monocyte cytokine release and surfacreceptor expression after total
knee replacement surgery

A wide variety of factors affect the immunologicasponse during surgery. In recent years
numerous studies examined these various influeficesuld be shown that alterations in the
immune response might not only be caused by surgigama, pain, endocrine mediator
release and transfusion of blood components bt bis the anaesthetics used. Despite
intensive research, the impact of different anag&thiechniques — i.e. regional vs. general
anaesthesia — on the immune system and its cliret@alance is not absolutely clear yet.

We designed thisx vivo / in vitro study to examine the effect of the anaesthetigccehon the
immune response when surgical stress is comparable.

The observed patients undergoing elective totak kreplacement surgery were randomly
assigned to receive either general anaesthesia) (fMegional spinal/epidural anaesthesia
(CSE).

Samples of venous blood were taken at six diffetené points: TO: immediately before
induction of anaesthesia, T1: immediately afterusttbn of anaesthesia, T2: after end of
surgery at Post-anaesthesia care unit (PACU), Tguss after end of surgery, T4: 24 hours
after end of surgery, T5: 48 hours after end ofsuy.

Cytokine concentrations of TN&- IL-10 and IL-6 were measured via enzyme linked
immunosorbent assay (ELISA) in whole blood samplasich were either unstimulated or
stimulated with endotoxin. Furthermore, the expms®sf the surface protein of monocytes,
CD14, was measured via fluorescence-activatedsoding (FACS).

The spontaneous TNéproduction was significantly higher in the ITN gmcompared to
the CSE group at all postoperative time points (MMNCSE, T2: p=0.008, T3: p=0.027, T4:
p=0.043, T5: p=0.017). Immediately after inductimhanaesthesia, TNé&-production after
stimulation with endotoxin was significantly higherthe CSE group in comparison with the
ITN group (ITN vs. CSE, T1: p=0.001). During therip@nd post-operative course of the ITN
group, TNFe production decreased significantly between inductof anaesthesia and 6
hours after surgery (ITN, T1 vs. T3: p=0.022). Sahently, we measured an increase of
TNF-o production up to 48 hours postoperatively (ITN,vB3T5: p=0.022).

After endotoxin-stimulation, IL-10 production wats@a significantly different between the
study groups. After induction of anaesthesia amb@rs after surgery there was a higher IL-
10 production in the CSE group than in the ITN grlirN vs. CSE, T1: p=0.037, T3:
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p=0.008). Furthermore, there was a significant @&se of IL-10 production after endotoxin
stimulation in the ITN group during the day of semg(ITN, TO vs. T3: p=0.029).

The spontaneous IL-6 production also showed swpmti differences between the two
anaesthetic techniques. Immediately after inductibanaesthesia as well as 24 hours after
surgery there was a greater IL-6 release in the gfdup compared to the CSE group (ITN
vs. CSE, T1: p=0.032, T4: p=0.011).

Statistical evaluation of CD14 surface receptorregpion of monocytes also led to statistical
relevant results.

The comparison of the two anaesthetic techniquewath a significant higher percentage of
CD14™ monocytes in the CSE group than in the ITN grodph®urs and 48 hours after
surgery (CSE vs. ITN, T4: p=0.31, T5: p=0.010).

The percentage of CD1%4 and CD14 monocytes decreased significantly 24 hours and 48
hours after surgery in the CSE group compared ¢odty of surgery without incubation as
well as after stimulation with endotoxin (CSE, TddaT5 vs. TO, T1 and T2, p<0.05).
Simultaneously, there was a significant increas€D14 " monocytes on both postoperative
days in the CSE group (CSE, T4 and T5 vs. TO andpkD.05). After stimulation with
endotoxin this increase was only detectable 24 shatfter surgery (CSE, T4 vs. TO, T1 and
T2, p<0.05).

Thus, the anaesthetic choice seems to have antirmpdbe immune response of monocytes.
Thereby, general anaesthesia might possibly causeppression of the immune system,
which could be of major importance in high-riskipats in the clinical setting. These results
provide insights into the role of anaesthetics odolating the immune response, which might

help to develop new strategies to prevent postaipercomplications.
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2. Einleitung

2.1 KLINISCHE SIGNIFIKANZ DES VERSUCHVORHABENS

Nosokomiale Infektionen gehéren zu den haufigstenompglikationen eines
Krankenhausaufenthalts. Sie stellen ein erheblidhedblem dar, da hieraus resultierende
Folgen, wie beispielsweise postoperative Wundindelen, Atemwegsinfektionen und die
Sepsis, eine grolie medizinische und 6konomischeuBadg haben.

Zwischen 1995 und 1998 betrug die Inzidenz von Keahausinfektionen auf
Intensivstationen und in chirurgischen Abteilun@e®% [GEFFERS 2002]. Im Jahr 2006 lag
die Zahl der nosokomialen Infektionen zwischen @00.und 600.000. Bei 10.000 bis 15.000
Patienten waren sie wahrscheinlich die Todesursg@hASTMEIER 2008].

Die préadisponierenden Faktoren lassen sich lauteRoKoch-Institut in vier Kategorien

unterteilen:

Patientenfaktoren (hohes Alter, schwere Grundekknag, genetische Faktoren),
Umweltfaktoren (Luft, Wasser und Oberflachen in demrgebung des Patienten),
Mikrobiologische Faktoren (Erregervirulenz und Remmzeigenschaften) und

Behandlungsfaktoren (z. B. Operationen, invasivegbostik) [GEFFERS 2002].

A

Studien in den letzten Jahren konnten eine deuikcnderte Immunantwort der Patienten in
der peri- und postoperativen Phase nachweisen [KBEHMIDT 1998(a),
KLEINSCHMIDT 1998(b), GRUNDMANN 2000, WILHELM 2002]Wahrend dieser Zeit
ist der Patient einem enormen somatischen und @E&y®n Stress ausgesetzt, der sich in
erhohten Katecholamin- und CortisolkonzentratiomanPlasma widerspiegelt. Es ist schon
lange bekannt, dass diese ,Stress-Hormone* prielzipinen eher hemmenden Einfluss auf
das Immunsystem haben [LEGUIT 1973, BERENBAUM 1976]

Eine Regionalanasthesie hemmt die neurohumoragssintwort und die damit verbundenen
Effekte auf das Immunsystem. Madoglicherweise lassth sdurch die Wahl der
Andasthesietechnik somit indirekt das Immunsystemirfkeissen. Aber auch eine direke
Wirkung einiger Medikamente, die im Rahmen eine&gthesie eingesetzt werden, auf das
Immunsystem ist bereits bekannt [LARSEN 1998].

In einer retrospektiven Studie konnten Exadaktglioal. zeigen, dass eine Regionalanasthesie
den Verlauf der Erkrankung bei Brustkrebspatiergmmpositiv beeinflussen kann. Bei
Patientinnen mit Paravertebralblock zusatzlich Allgemeinanésthesie wurde ein erneutes

Tumorauftreten seltener beobachtet und es entwakedich weniger Metastasen als bei



2. Einleitung -8 -

Patientinnen, die ausschlief3lich eine Allgemeintrgsie erhielten [EXADAKTYLOS 2006].
Weitere Studien konnten zeigen, dass eine Epiduiathesie bei Patienten mit Prostata-
Karzinom in den Jahren nach einer radikalen Prelgiamie den Anstieg des
Prostataspezifischen Antigens hemmt [BIKI 2008] whab Uberleben von Patienten mit
Colon-Karzinom verlangert [CHRISTOPHERSON 2008].

Mit der Entwicklung der modernen Medizin wird daatiBntenkollektiv stetig alter. Daher
muassen immer mehr multimorbide und immunsupprirai®atienten operiert werden. Somit
ist es wichtig, einen mdglichen Einfluss des Anésiiverfahrens auf das Immunsystem und

die damit verbundenen Konsequenzen fir den Patiggeauer zu evaluieren.

2.2 BESTANDTEILE DES IMMUNSYSTEMS — PHYSIOLOGIE UND
PATHOPHYSIOLOGIE DER IMMUNANTWORT

Innerhalb des Immunsystems wird grundsatzlich Zwasc einem unspezifischen
(angeborenen) und einem spezifischen (erworbenemyeilA unterschieden. Beide
Komponenten arbeiten sowohl auf humoraler als awclzellularer Ebene, um ein wirksames
Abwehrsystem fir den Korper bereitzustellen. Tabéllzeigt die einzelnen Bestandteile der

Immunantwort.

Tabelle 1: Ubersicht iber die Bestandteile des Immsystems.
Monozyten und Makrophagen tbernehmen eine Schittofiselbei der Kommunikation
zwischen dem unspezifischen und dem spezifischeeilAtes Immunsystems.

Unspezifisches Immunsystem Spezifisches Immunsyste

Humorale Komplement Komplement
Komponenten Zytokine Antikorper
Lysozym

Akute-Phase-Protem Ym
Zellulare KomponentenMonozyten/ @@
Makrophagen

Granulozyten T-Lymphozyten
Natirliche Killerzellen (NKC)
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2.2.1 UNSPEZIFISCHES IMMUNSYSTEM

Das unspezifische Immunsystem ist in der Lage, Bké&mper und Krankheitserreger bereits
beim ersten Kontakt unschadlich zu machen. Grecizéia wie Haut und Schleimh&ute bilden
die erste Barriere der angeborenen Immunantwoeirgdgn Eintritt von Mikroorganismen.

Zu den humoralen Bestandteilen gehdren das Enzysozyyn, das Komplementsystem, eine
Reihe von Akute-Phase-Proteinen wie z. B. das &tikea Protein (CRP) und Zytokine.
Lysozym findet sich in vielen Sekreten und zerstiet Zelloberflache von Bakterien durch
Mureinspaltung. Der alternative Weg des Komplemestésns wird vor allem durch
pathogene Oberflachen aktiviert und fuhrt durch Blldung des Membranangrifftkomplexes
(MAC) zur Lyse der Zielzelle. Die etwa 30 verscleadn Akute-Phase-Proteine sind vor
allem fur die Lokalisierung der Entziindung, die Mederung der Infektausbreitung und die
Unterstltzung des Immunsystems bei der Sanierusd=d&tindungsherdes zustandig. CRP
beispielsweise bindet an Phosphorylcholin-RestdrBauterienoberflachen und wirkt so als
Opsonin, um die Komplementaktivierung zu induzigiisdFFLER 2003].

Zu den zellularen Bestandteilen der unspezifiséhienehr gehdren Granulozyten, Natirliche
Killerzellen (NKC), Monozyten und Makrophagen.

Die Neutrophilen Granulozyten beteiligen sich ambab von Fremdkoérpern durch freie
Sauerstoffradikale. NKC sind vor allem wichtige Baslteile der angeborenen
Immunantwort bei der Abwehr von viralen Infektion@&RON 1999].

Monozyten entwickeln sich im Knochenmark aus deneloigen Vorlauferzellen. Sie
zirkulieren nach abgeschlossener Monozytopoeserfgefahr zwei bis drei Tage im Blut, um
sich anschlieRend im Gewebe weiter zu Makrophagedifferenzieren. Dabei wachsen sie
auf das Funf- bis Zehnfache ihrer urspringlichen6@r an, wodurch ihre
Phagozytosekapazitat gesteigert wird und sich danate an hydrolytischen Enzymen im
Lysosom erhoht. Abhangig von ihrem Zielgewebe werddie Makrophagen dann
unterschiedlich benannt, z. B. Histiozyten in Haitiskeln und Bindegewebe, Kupfferzellen
in der Leber, Mesangiumzellen in der Niere oder dighiazellen im Gehirn [DETJEEN
2005]. Makrophagen verweilen Monate bis Jahre ienhGewebe und bilden zusammen mit
den Monozyten das mononukleare PhagozytensysterMP

Mikroorganismen tragen in der Regel bestimmte Stmnkerkmale auf ihrer Oberflache, die
von den Rezeptoren des MPS als fremd erkannt wendémie Phagozytose einleiten. Dieser
intrazellulare Abbau von Pathogenen durch IsysoserRaoteasen und Sauerstoffradikale

dient neben der Inaktivierung von schadlichen Keimer allem der Induktion der adaptiven
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Immunantwort. Der bekannteste Reaktionsweg diesefUuArt Gber den Toll-like Rezeptor 4
(TLR-4). Dieser Rezeptor befindet sich hauptsabhdiaf der Zellmembran von Monozyten.
Mehrere Studien haben gezeigt, dass Mause, dietiggmebedingt keinen bzw. einen
veranderten TLR-4 exprimieren, nicht adaquat aubopplysaccharid (LPS) reagieren
[HOSHINO 1999, QUERSHI 1999]. LPS ist ein Bestaildteer Zellwand von gram-
negativen Bakterien und bindet im Plasma an das-hiR&nde Protein (LBP). Das
Membranprotein CD14 auf der Oberflache von Phagoeyagert sich an den LPS/LBP-
Komplex. Jetzt kbnnen CD14 und TLR-4 interagiengas zu einer Aktivierung von NkB
(nuclear factoB) im Zellkern fuhrt [JANEWAY 2002] (s. Abbildung)1

NF-kB ist ein aus mehreren Untereinheiten bestehendanskriptionsfaktor, der die
Expression von Genen aktiviert, die fur die entziche und immunmodulatorische Antwort
zustandig sind. Seine Zielgene kdnnen grob inKlie@ssen unterteilt werden:

1. Immunmodulierende Zytokine wie Tumor-Nekrose-FaktofTNF-o), Interleukin-6
(IL-6), R-Interferon und granulocyte macrophageongtstimulating factor (GM-
CSF),

2. Immunregulierende Zelloberflachen-Rezeptoren wie joMa Histocompatibility
Complex-I (MHC-1) und den IL-2 Rezeptor und

3. Akute-Phase-Proteine wie beispielsweise FibrinoffeGHRECK 1991].

LPS LBP

v

TLR-4 NF-kB

Abbildung 1: Der Toll-like Rezeptor 4 — Reaktionswe.
Der LPS/LBP-Komplex verursacht tber Interaktion @D14 und TLR-4 eine Aktivierung
von NFxB.
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CD14 ist ein 55 kDa groRRes Glykoprotein, welchesridginen Glykosylphosphatidylinositol
(GPI)-Anker mit der Zellmembran verbunden ist [HAXI 1988]. Es besteht aus 356
Aminosauren und wird auf dem Chromosomenabschgq#8®1 kodiert [SIMMONS 1989].
CD14 spielt als ,Hauptrezeptor” fir LPS eine sehchtige Rolle bei der unspezifischen
Immunantwort. Zusatzlich haben vitro Untersuchungen gezeigt, dass CD14 auch bei der
Phagozytose gramnegativer Bakterien [GRUNWALD 199GJer LPS-vermittelten
Knochenresorption [AMANO 1997] und der Interaktioowischen Monozyten und
endothelialen Zellen beteiligt ist [ BEEKHUIZEN 1991

75 bis 95% der Monozyten gesunder Patienten sin@idcgiositive Zellen [BIRKENMAIER
1992]. Basierend auf der Expressionsstarke des G¥&¥4ptors lassen sich Monozyten bzw.
Makrophagen in Subpopulationen einteilen. Zellea,aine starke CD14-Rezeptorexpression
aufweisen (sog. CD14 zweifach-positive Zellen —ha@D14™), sind die ,klassischen*
Monozyten und stellen bis zu 90% der Monozyten daie produzieren sowohl das
proinflammatorisch wirksame TNé&-als auch das antiinflammatorisch wirkende Intesileu
10 (IL-10). Eine andere Population mit einer schwvaien CD14-Expression (sog. CD14
einfach-positive Zellen — auch CD?%4 sezerniert hingegen nur proinflammatorische
Zytokine, wie z. B. TNFe [FRANKENBERGER 1996]. Diese Monozytensubpopulation
wurde erstmalig 1988 beschrieben [ZIEGLER-HEITBROC®88] und zeichnet sich neben
einer vermehrten HLA-DR Expression [ROTHE 1996] laucurch eine grofere
Antigenprasentierende Aktivitat aus als die ,klaseen* Monozyten [THOMAS 1994].
Diese Monozytenklasse ist vor allem bei PatienténHiV-1 Infektion, AlDS-assoziierter
Demenz und Sepsis erhoht [FINGERLE 1993, BLUMENSVYE997, PULLIAM 1997]. Des
Weiteren kdnnen Monozyten CD14-Antigene im RahmerereLPS-Exposition von ihrer
Oberflache abstoRen, das sog. Shedding. Sheddingeims Schutzmechanismus der
Monozyten, um sich vor einer libermé&Rigen Zytokinant zu schitzen [BAZIL 1991].
Monozyten und Makrophagen tragen als Antigenprés@mide Zellen (APZ) auch HLA-DR
und CD86 als Membranproteine auf ihrer Oberfladdas HLA-DR-Molekdl ist ein sehr
vielfaltiges und das meist exprimierte Antigen dds$iC-lI-Komplexes auf Monozyten
[GONWA 1984]. Molekiile der MHC-Klasse-Il prasengarAntigene von Erregern, die sich
extrazellular vermehren (also Uberwiegend Baktgried nach Aufnahme in eine APZ im
Endosom prozessiert wurden. Ist die Anzahl der HXR-Molekile auf der Zelloberflache zu
gering, kann das spezifische Immunsystem nichtegalsend aktiviert werden. Ziegeler et al.
konnten eine deutlich reduzierte HLA-DR-Expressiaach kardiopulmonaler Bypass-
Operation messen, die bis zu 24 Stunden postopenahiielt [ZIEGELER 2009]. Kawasaki



2. Einleitung - 12 -

beobachtete sogar bis zum siebten postoperativgreife signifikante Reduktion der HLA-
DR-Moleklle auf der Monozytenoberflache nach pHetieGastrektomie [KAWASAKI
2001]. Viele Studien konnten zeigen, dass eine wetente HLA-DR-Expression auf
Monozyten nach Trauma oder im Verlauf einer Sepgis einem schlechteren
Krankheitsverlauf der Patienten fiihrte. [POLK 1986RSCHMAN 1990, DOCKE 1997].
CD86 findet sich sowohl auf den APZ, wie Monozytals, auch auf dendritischen Zellen und
aktivierten B-Zellen. Studien konnten zeigen, dasse Stimulierung mit LPS, CDA40,
Interferony (IFN-y) oder Interferorx (IFN-o) zu einer erhéhten CD86-Expression fluhrt
[SANSOM 2000]. CD86 spielt zusammen mit CD80, dest auf aktivierten Monozyten
messbar ist, eine Schlisselrolle bei der T-ZellM&tung Uber den CD80/CD86 -
CD28/CD152 Reaktionsweg. CD28 ist konstitutiv expert auf T-Zellen, wohingegen die
Expression von CD152 erst nach T-Zell-Aktivierumgaregt wird [SHARPE 2002].

2.2.2 ZYTOKINE, ZYTOKINREZEPTOREN UND BEEINFLUSSUNG DER
ZYTOKINPRODUKTION

Unter dem Begriff ,Zytokine* wird eine strukturetieterogene Gruppe l6slicher kleiner
Proteine (10-30 kDa) zusammengefasst, die durckduBig an spezifische Rezeptoren eine
Reihe unterschiedlicher Reaktionen auslésen undt smmSignaltbermittiung zwischen den
Zellen des Immunsystems dienen. Zytokine werden wieten unterschiedlichen Zellarten
produziert und freigesetzt und kénnen dabei autok@rakrin und sogar — bei entsprechender
Halbwertszeit und Kontakt zum Blutkreislauf — endokwirken. Durch die Vielzahl an
Zytokinen, die sich teilweise gegenseitig stimdrebzw. antagonisieren entsteht ein grol3es
Netzwerk zwischen den Zellen, um mdglichst adaquditeinen auf3eren Stimulus reagieren
zu konnen. Innerhalb der Zytokinfamilie lasst smméchst eine grobe Einteilung bezuglich
der vornehmlichen Immunreaktion in proinflammatohigz. B. TNFe, IL-6, IL-1, y-IFN,
IL-8) und antiinflammatorisch wirksame Zytokine (8. IL-10, TGF-B, IL-1ra, IL-4)
vornehmen.

Eine genauere Einteilung in funf Untergruppen wdcdich strukturelle Ahnlichkeiten erzielt.
Man unterscheidet zwischen Interleukinen (IL), ifgeonen (IFN), Tumor-Nekrose-Faktoren
(TNF), Wachstumsfaktoren (GF, growth factors) unmldfiestimulierenden Faktoren (CSF,

colony stimulating factors).

Tumor-Nekrose-Faktor-a: TNF-o ist eines der wichtigsten proinflammatorischencRyrte.

Es ist ein 175 Aminosauren langes Protein mit eiviorekulargewicht von 17 kDa, das auf

dem Chromosomenabschnitt 6p21.3 kodiert wird. Esl wor allem von Monozyten und
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Makrophagen, aber auch von Lymphozyten, EndotHelzeind Mastzellen gebildet, die z. B.
durch LPS-tragende Pathogene stimuliert werden. -@dNFrd sehr frih gebildet, sodass
bereits eine Stunde nach Antigenkontakt Serumsbmge 1000 pg/ml gemessen werden
kénnen [LIN 1999]. Die Ausschittung von TNFstimuliert die Expression weiterer
proinflammatorischer Zytokine (z. B. IL-6, IL-1 und-8), die ihrerseits wieder Uber einen
positiven ,Feed-back‘-Mechanismus die TNF-Produktion verstarken. Die groldten
Gegenspieler bilden die beiden antiinflammatoriactzgtokine IL-10 und Transforming

growth factorB (TGF{) sowie das Prostaglandin, E(PGE). Sie verhindern eine

UberschieBende Immunreaktion und filhren somit zwereilokalen Begrenzung des
Entztndungsherdes.

TNF-o hat vier wesentliche Funktionen:

1. Die lokale Gefal3permeabilitdit wird gesteigert, damlasmaproteine wie z. B.
Komplement verstérkt in das Gewebe eintreten kénnen

2. Die Adhasionsmolekile werden hochreguliert, umEhkéravasation von Leukozyten
zu erleichtern.

3. Die verstarkte Thrombozytenfunktion flhrt zu eiAdtivierung der Gerinnung in den
kleinen Blutgefal3en, um die Ausbreitung von bakten Erregern Uber den
Blutstrom zu begrenzen.

4. Die dendritischen Zellen werden mobilisiert, sodags sich nach Aufnahme und
Prozessierung von Antigenen aus dem Gewebeverlimeth lund in die regionalen
Lymphknoten flieRen kbnnen.

Diese Malinahmen helfen der Abwehr, lokale Entzigednrzu bekdmpfen. Wenn jedoch
eine systemische bakterielle Infektion mit einengyalisierten TNFe-Ausschittung vorliegt,
fuhrt TNFa dagegen zu Blutdruckabfall und Verminderung deszgtvolumens durch
Vasodilatation, Gewebetdemen bei gesteigerter @efateabilitat, disseminierter
intravasaler Gerinnung (DIC) und schlielich im Btadium zur Entstehung eines
Multiorganversagens.

Kawasaki et al. untersuchten die endotoxinstimidi@M\F-u-Produktion im Vollblutansatz
nach partieller Gastrektomie in Allgemeinanasthesielsofluran. Sie konnten eine deutlich
reduzierte Zytokinfreisetzung zwei Stunden nachr@gpensbeginn messen, die ihr Minimum
am Operationsende erreichte. Am ersten postoperafi\ag erholte sich die Suppression

wieder auf préaoperative Ausgangswerte [KAWASAKI 200
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Interleukin-10: IL-10 gehort neben TGB- zu den wichtigsten antiinflammatorisch

wirksamen Zytokinen. Es wird auf dem Chromosomediahist 19q31-32 kodiert, umfasst 178
Aminosauren und hat ein Molekulargewicht von 18 kD&onomer). IL-10 wird von
Monozyten, Makrophagen, B-Lymphozyten, T-Lymphomytend Keratinozyten produziert
und hemmt bereits auf Transkriptionsebene die Rtomu von IL-lo, IL-1p, IL-6, IL-8,
TNF-a, GM-CSF und G-CSF in den APZ [DE WAAL MALEFYT 199FIORENTINO
1991(a); FIORENTINO 1991(b); D’ANDREA 1993]. Des Wéen induziert IL-10 die
Proliferation von Mastzellen [THOMPSON-SNIPES 1Pp@hd Thymozyten [MAC NEIL
1990]. AuBerdem wirkt es unterstiitzend bei der Undking von B-Zellen in Plasmazellen,
wobei andererseits eine Hemmung der IgE-ProdukiiorAnwesenheit von Monozyten
beschrieben wird [GRUTZ 2005].

IL-10 schiitzt den Organismus vor einer Uberschig@erimmunantwort. Tierexperimentell
konnte gezeigt werden, dass Mause, denen diesexkiZytehlt, chronisch entziindliche
Darmerkrankungen entwickeln und schon die Gabe éleenen Menge Endotoxin in diesen
Knockout-Tieren einen septischen Schock auslésen KaRUTZ 2005].

Ogata et al. zeigten einen signifikanten Anstieg sfgontanen IL-10-Freisetzung wahrend
einer distalen partiellen Gastrektomie in Allgenagiasthesie mit Isofluran und Lachgas.
Bereits am ersten postoperativen Tag war die IIRidduktion wieder auf das praoperative
Ausgangsniveau gesunken. Dieser IL-10-Anstieg k&nein moglicher Grund fur die
verminderte perioperative TNé&=Produktion sein [OGATA 2000].

Interleukin-6: IL-6 ist ein Vertreter der Zytokinfamilie, dem soll pro- als auch

antiinflammatorische Eigenschaften zugesprocherdevefJONES 2005]. Es wird auf dem
Chromosomenabschnitt 7p21 kodiert, besteht aus 28dinosauren und hat ein
Molekulargewicht von 26 kDa. Gebildet wird diesegakin von Monozyten, Makrophagen,
Kupfferzellen, Neutrophilen Granulozyten, Mastze|ld-Zellen, T-Zellen, Endothelzellen,
Fibroblasten, Osteoblasten und vaskularen glattaskilzellen. Einige Zytokine (z. B. TNF-
a, IL-1, platelet-derived growth factor und IHN; aber auch LPS und virale Nukleinsauren
stimulieren die Expression von IL-6, dessen Seruegghinnerhalb von zwei Stunden auf bis
zu 1500 pg/ml ansteigen kann [LIN 2000].

IL-6 fungiert als Hauptmediator, der zusammen il Idie Hepatozyten zur Produktion und
Sekretion von Akute-Phase-Proteinen anregt [GAULDIB87; CASTELL 1989].
Gleichzeitig fordert es die Reifung von Monozytenaktivierten Makrophagen, wodurch die

Phagozytose und die Expression von MHC-I- und Artimésnolekilen gesteigert wird.
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IL-6 spielt auBerdem eine groRe Rolle beim ,immogatal switch, dem Ubergang von der
schnellen angeborenen Immunantwort zur erworberiemeArreaktion und wirkt somit auch
auf Lymphozyten. B-Lymphozyten produzieren vermehrimunglobuline und in T-
Lymphozyten werden die IL-2-Produktion und die Br#nzierung zu zytotoxischen
Killerzellen induziert.

Im zentralen Nervensystem (ZNS) I6st dieses plep&rZytokin durch Induktion von PGE
Fieber aus und steigert gleichzeitig Uber das ad@ticotrope Hormonsystem die Sekretion
von Kortison, Somatotropin, Glucagon und AdrenffilfsCHER 2006].

2.2.3 SPEZIFISCHE ABWEHR

Die erworbene Immunitét ist in der Lage, fur jediéskromolekll eine spezielle und gezielte
Antwort hervorzurufen. Fiur diese Aufgabe steherersieits die T-Lymphozyten auf der
zellularen Ebene und andererseits auf der humorBleene das Komplement und die
Antikdrper, die von aktivierten B-Lymphozyten praiert werden, zur Verfigung.
T-Lymphozyten werden im Knochenmark gebildet unsgicatie3end im Thymus gepragt, um
als naive T-Lymphozyten ins Blut zu gelangen. And&mlieser Reifung exprimiert ein T-
Lymphozyt neben seinem T-Zell-Rezeptor (TCR) auclnere Korezeptor zur
Antigenerkennung, entweder das CD8- oder das CDxlelil.

Die Hauptaufgabe von CD&-Lymphozyten (= Zytotoxische T-Zellen) ist die rE&rung
von Zellen, in deren Zytoplasma eine Vermehrung ¥oankheitserregern stattfindet. Die
Erkennung dieser Zellen lauft Gber Molekile der MHKI@sse |, die auf nahezu allen
kernhaltigen Zellen exprimiert werden. Sie prasaeti Antigene von Erregern, die sich in
der Zelle vermehren (alle Viren, einige Bakteriem WParasiten), aber auch von untypischen
Proteinen, die von Tumorzellen produziert werdems BOCD8-Molekll tGbernimmt durch
Interaktion mit dem Molekil der MHC-Klasse | eirtalslisierende Funktion bei der Bindung
des TCR an das MHC-Molekul. Jetzt kann die Zytatole T-Zelle ihre Granula bestehend
aus Perforinen und Granzymen ausschuitten und stiadielle zur Apoptose bewegen.
CD4'-T-Lymphozyten (= T-Helferzellen) wiederum werden die Subgruppen TH1- und
TH2-Zellen unterteilt. T-Helferzellen erkennen ilelzelle tber Molekile der MHC-Klasse
Il (z. B. HLA-DR), die sich vorwiegend auf APZ fied.

TH1-Zellen dienen im Wesentlichen als Regulatoerebei Entziindungsreaktionen, indem
sie beispielsweise die gebundenen Makrophagen ynth&e von Sauerstoffradikalen und
Stickstoffmonoxid (NO) stimulieren. Gleichzeitig ndi nach Hochregulierung von TNE-
Rezeptoren auf den Makrophagen auch noch dererkrangoVersorgung mit TNFet
induziert. Zuséatzlich sezernieren die von TH1-Zel&imulierten Makrophagen auch IL-12,
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welches die Weiterentwicklung noch nicht differemgr CD4-Lymphoyzten in Richtung
TH1-Zelle vorantreibt.
TH2-Zellen dienen insbesondere als Differenziertilgs fir B-Lymphozyten, indem sie
durch Produktion von IL-4 den Isotypenwechsel venldM-Produktion hin zu Ig&und IgE
induzieren und mithilfe von IL-5 die Synthese vagAlverstarken. Zusatzlich sezernieren
TH2-Zellen noch die antiinflammatorischen ZytokihelO und TGF.
Antikdrper werden von aktivierten B-Lymphozyten,geoannten Plasmazellen, produziert
und kénnen auf eine zellfreie Ausbreitung der Egrdg Blut reagieren. Das ist wichtig, da
T-Lymphozyten Erregerfragmente nur im Kontext miH@Molekilen erkennen kénnen.
Grundsétzlich werden funf verschiedene AntikOrpesken bzw. Isotypen unterschieden
(IgM, 1gG, IgA, IgE und IgD), die sich hinsichtlicthrer biologischen Eigenschaften, z. B.
Gewebe- und Plazentagangigkeit, oder der Fahigkeit Komplementaktivierung,
unterscheiden. Die Wirksamkeit von Antikdrpern Ierum Wesentlichen auf drei
Mechanismen:
1. Neutralisation durch Blockade von AntigenstruktyrerBehinderung der
Virusreplikation oder Behinderung der Anhaftung \Rakterien,
2. Aktivierung des Komplementsystems Uber den klabsiscWeg durch Antigen-
Antikérper-Komplexe und
3. Bindung von Antikdrpern an Fc-Rezeptoren auf Phgigog NK-Zellen und

Granulozyten sowie anschlieRendem Transport ingdete.

2.3 EINFLUSS EINZELNER ANASTHESIE-RELEVANTER MEDIKIMENTE AUF DIE
IMMUNFUNKTION

In vielen Studien wurden die immunmodulatorischéielEe einzelner Medikamente, die im

Rahmen einer Anasthesie eingesetzt werden, béesthrieben und kontrovers diskutiert.

2.3.1 LOKALANASTHETIKA

Lokalanasthetika konnte eine antibakterielle Widkuugeordnet werden, die sich vor allem
im Bereich entzindlicher Lungenverletzungen durdhe egesteigerte mikrovaskulare
Permeabilitdit bemerkbar machte [ROSENBERG 1985,MBRDND 1986, HOLLMANN
2000]. Andere Arbeitsgruppen verwiesen auf die immadulierende Wirkung von
Mepivacain, Bupivacain und Lidocain auf das undjmhe (angeborene) Immunsystem. So
konnte einerseits eine deutliche Einschrankung deemotaktischen und phagozytéren
Aktivitdt, sowie andererseits eine verminderte Rktidbn von Superoxid-Anionen durch

Neutrophile Granulozyten nachgewiesen werden. Deger¢én verhindern Lokalanasthetika
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die Aktivierung der NK-Zellen und unterdriicken sfdant die monozytdre HLA-DR-
Expression [OKUNO 1996, MIKAWA 1997, HYVONEN 1998 AWASAKI 2004]. Auch
Huang et al. konnten eine signifikante AbnahmeCieX-2-Expression sowie der P@gRind
Zytokin-Produktion durch Bupivacain in endotoxinstilierten murinen Makrophagen
messen [HUANG 2008].

Diese antiinflammatorischen Effekte der Lokalanéska wurden bereits in einer Vielzahl
von Studien weitergehend untersucht. So zeigtelsetpielsweise bei der Behandlung einer
interstitiellen Zystitis mit taglichen Blasenspigggm mit 200 mg Lidocain tber zwei Wochen
eine lang anhaltende Verminderung von Odemen, blioeren und Mastzell-Infiltration der
Blasenwand bei gleichzeitiger Verbesserung deriddiren Symptome [ASKLIN 1989].
Gallos et al. konnten ein vermehrtes UberlebenMygiisen mit septischer Peritonitis nach
subkutaner Applikation von Lidocain oder Bupivacheaobachten [GALLOS 2004].

2.3.2 INTRAVENOSE ANASTHETIKA

Der Einfluss von i.v.-Anasthetika auf das Phagazgystem und die Produktion freier
Radikale ist weiterhin Gegenstand der aktuellers¢faing. In einer Studie von Davidson
wurden Vollblutansédtze von zehn gesunden Probarfieneine Stunde mit Kklinisch
gebrauchlichen Konzentrationen und den 100fachemz&atrationen von Propofol,
Thiopental, Midazolam und Ketamin inkubiert. AnseBend wurden die
Phagozytoseaktivitat und die freie Radikalproduktoies MPS mittels Durchflusszytometrie
gemessen. Es zeigten sich keine Veranderungemubeunantwort fur klinisch gebrauchliche
Konzentrationen der i.v.-Anasthetika. Einzig Thiofz reduzierte die MPS-Aktivitat in der
100fachen Konzentration [DAVIDSON 1995]. Andere Aitisgruppen konnten eine
Suppression der Neutrophilen Granulozytenfunktiachaveisen. Dieses spiegelte sich vor
allem in den Bereichen Chemotaxis und Phagozytederyaber auch in einer verminderten
Bereitstellung von freien Radikalen in Anwesenheih Thiopental, Midazolam und Ketamin
[NISHINA 1998, MOUDGIL 1981]. Larsen et al. inkubien Vollblutansatze mit Thiopental,
Etomidat, Propofol, Ketamin und Midazolam mit 1fanhund 10fachen Konzentrationen, die
im Kklinischen Alltag im Blut erreicht werden. Naeimer 24-stiindigen Inkubation mit oder
ohne Endotoxinstimulation wurden zum einen die Kyte TNF«, IL-13, IL-1ra, IL-6 und
IL-10 im Uberstand mithilfe eines ELISA gemessen anm anderen das Expressionsmuster
der Oberflachenmolekile CD14 und HLA-DR auf den Wooen mittels
Durchflusszytometrie bestimmt. Die Ergebnisse zgighur minimalen Einfluss der i.v.-
Anasthetika auf die spontane Zytokinausschittuhggental und Ketamin unterdrtickten die

endotoxinstimulierte TNF+-Ausschittung, wahrend Propofol zu einer vermehrten
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Zytokinausschuttung fuhrte. Auch die IL-10 Konzatitnen konnten durch Inkubation mit
Thiopental, Etomidat oder Propofol gesteigert werd®ARSEN 1998].

Song et al. inkubierten Makrophagen mit klinisclbrgeichlichen Propofolkonzentrationen,
um anschlieBend eine mogliche Funktionseinschrankder eine Verminderung der Zellzahl
zu untersuchen. Die Ergebnisse zeigten keine negakinflisse des Propofols auf das MPS,
sodass weder die zytotoxische Aktivitat der Immuierevermindert, noch die Apoptoserate
erhoht war, und Propofol als ,immunologisch sickémdedikament deklariert wurde [SONG
2004]. Eine weitere Arbeitsgruppe konnte ebenfeégen immunsuppressiven Effekt von
Propofol feststellen. Es zeigte sich sogar ehee elanahme der T-Helferzellen, deren
klinische Bedeutung jedoch erst noch weiter untdrswerden muss [PIRTTIKANGAS
1994].

Bei anderen Zelllinien, beispielsweise promyeldtest HL-60-positiven Zellen, zeigt sich ein
anderes Bild. HL-60 Zellen besitzen ahnliche Eigbagten wie Monozyten und Neutrophile
Granulozyten und bieten sich daher als gut erfoeséelllinie fiirin vitro Untersuchungen
zur Apoptose an [YABUKI 2000, ISHII 2002]. Tsuchiy al. konnten nachweisen, dass
Propofol die Apoptose dieser Zellen vitro direkt induziert und somit ein schadigender
Einfluss auf Monozyten und Neutrophile Granulozytevivo nicht ausgeschlossen werden
kann [TSUCHIYA 2002].

Eine andere Studie zeigte sowohl eine eingeschediktoli — Clearance als auch eine
verminderte Phagozytosekapazitat von Neutrophilemn@®@ozyten und Monozyten im
Vollblutansatz nach 1-stiindiger Inkubation mit holi#osen Thiopental, Propofol, Ketamin
oder Midazolam. Die Daten von Heller et al. weiserdieser Studie darauf hin, dass auch
klinisch  gebrauchliche  Konzentrationen dieser Améiska einen  gewissen
immunmodulatorischen Effekt besitzen [HELLER 1998].

2.3.3 VOLATILE ANASTHETIKA

Auch der Einfluss der volatilen Anasthetika auf dlasnunsystem war in den letzten Jahren
Gegenstand der immunologischen Forschung. Eineitdgoappe zeigte, dass Halothan und
Lachgas (NO) eine Lymphozytopenie bei Patientinnen verursaghtlie sich einer elektiven
Hysterektomie unterzogen [REM 1980]. Eine Sevofidkarkose wiederum steigerte die
Lymphozytenzahl bei gleichzeitiger Abnahme der Kgphilen Granulozyten. Die Anzahl
der Monozyten sowie der Eosinophilen und Basophi@ranulozyten zeigte keine
signifikante Veranderung [MORISAKI 1998]. Einige hta spater beschrieb Loop einen
apoptotischen Effekt durch Sevofluran und Isofluearf T-Lymphozyten, den er auf eine
gesteigerte mitochondriale Membranpermeabilitdt umine Caspase-3-Aktivierung
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zuruckfuhrte. Dieser pro-apoptotische Effekt konrie Desfluran nicht nachgewiesen
werden [LOOP 2005]. Bei Ziegeler et al. zeigte sieime langere postoperative
Immunsuppression nach einer balancierten AnasthagieSevofluran oder Desfluran plus
Sufentanil im Gegensatz zu einer totalen intraven®nasthesie (TIVA) mit Propofol und
Sufentanil [ZIEGELER 2006]. Auch Inada et al. kaemeinen immunmodulatorischen Effekt
der volatilen Anéasthetika nachweisen. Hierfur wurdee Anasthesie bei Kraniotomie
entweder mit Propofol oder Isofluran aufrechtedralt und anschlieRend mittels
Durchflusszytometrie das TH1/TH2-Verhaltnis gemasd$es zeigte sich eine Abnahme des
TH1/TH2-Verhaltnisses durch eine gesteigerte THRzZBI in der Isofluran-Gruppe bei
gleichbleibenden Werten in der Propofol-Gruppe [DBA2004].

Koksal et al. verglichen 2005 die VeranderungenT¢F-o, IL-13 und IL-6-Ausschittung
bei Desfluran- und Sevofluran-Anasthesie bei Tynopéastik. Sie konnten zeigen, dass
beide volatilen Anasthetika die Zytokinausschuttwswyvohl im Plasma als auch in der
bronchoalveolaren Lavage steigerten. Diese Ergsbmnigren fur Desfluran ausgepragter als
fur Sevofluran [KOKSAL 2005].

Boost et al. beschrieben ebenfalls einen immunnabduschen Effekt fur Desfluran, der zu
einer verminderten Ausschittung von TNMRnd IL-13 in endotoxamischen Ratten fiihrte.
Moglicherweise ist hierfir eine Hemmung der NB-Aktivitat durch Desfluran
verantwortlich [BOOST 2006].

2.3.4 OPIATE

Auch die mogliche Wirkung von Opiaten auf die Imrantwort wurde in zahlreichen Studien
getestet. Hierbei schien sich zunachst ein immuymaggiver Effekt dieser Substanzklasse
abzuzeichnen [YEAGER 1992, YEAGER 1995, PROCOPIO120So beobachtete Tubaro
bereits 1983 eine erhohte Infektexazerbation beipkiogabe, die er mit einer verminderten
Phagozytenfunktion in Zusammenhang brachte [TUBAEX83]. Beilin et al. zeigten eine
Suppression der NKC-Zytotoxizitat durch Fentanylperioperativen Verlauf, die sich nach
hohen Dosen Fentanyl erst spater erholte als nadnigen Opiatdosen [BEILIN 1996]. Eine
andere Arbeitsgruppe konnte diese Beobachtungeht rbestatigen. Sie konnte keine
Unterschiede in den Konzentrationen von T&NHL-1, IL-8 und IL-10 abhangig von der
Fentanyldosis bei kardiochirurgischen Eingriffestétellen [BRIX-CHRISTENSEN 1998].
Auch Jacobs et al. konnten bei ihrer Studie an esielgesunden Probanden Kkeine
Immunmodulation nach Fentanylgabe erkennen [JACOES].

Es gibt wenige Daten zur Immunmodulation durch Remtanil. Eine Arbeitsgruppe
infundierte 0,02 - 0,04 pg/kg KG/min Remifentandi zehn gesunden Probanden Uber acht
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Stunden und konnte anschlieBend weder eine Abnalem&ellzahl noch eine verminderte
Aktivitat der Naturlichen Killerzellen messen [CRON2003].

In einer weiteren Studie zeigte sich sogar eherpentektiver Effekt von Remifentanil bei

septischen Mausen. Durch eine kontinuierliche perative Gabe von Remifentanil konnte
sowohl der Konzentrationsanstieg von IL-6 und ILdl® auch der Anstieg der Aktivitat der
proinflammatorischen Myeloperoxidase signifikantriregert werden [ZONGZE 2010].

Uber den Einfluss von Piritramid auf die monozytZggtokinausschiittung sind bisher keine

Studien veroffentlicht.

2.3.5 NOVAMINSULFON

Es gibt sehr wenige Studien, die sich mit dem HsHl von Novaminsulfon auf die

Monozytenfunktion beschéaftigen. Krumholz inkubierMonozyten mit der 0,1fachen,

1fachen und 10fachen Konzentration von Novaminsullthe nach einer klinisch wirksamen

Bolusgabe im Plasma nachweisbar ist. AnschlielBenddev die Monozyten-Chemotaxis

bestimmt, wobei erst die 10fache Konzentration inereStimulation der Chemotaxis fiithrte
[KRUMHOLZ 2002]. Mdglicherweise beruht diese Stimtibn auf dem Wirkmechanismus

des Novaminsulfons als Cyclooxygenase-InhibitoneEHemmung dieses Enzyms und die
damit verbundene verminderte Prostaglandinsyntbelen die mikrobiziden Fahigkeiten der
Monozyten verstarken [SOARES 2001].

2.4 EINFLUSS DES OPERATIVEN TRAUMAS AUF DIE IMMUNFNKTION

Bereits das operative Trauma an sich fihrt zu eBeintrachtigung der Immunantwort.
Studien konten zeigen, dass Sepsispatienten eaiemeseren Verlauf und eine schlechtere
Prognose hatten, wenn dem Krankheitsbild ein elektoperativer Eingriff vorausgegangen
war [CHANDRA 2004, BRANAGAN 2005]. Aufgrund der kiischen Relevanz entwickelte
Maier eine Klassifikation der abdominellen Sepsike zwischen der Typ A Sepsis
(,Spontaneously acquired abdominal sepsis®) und @gp B Sepsis (,Postoperatively
acquired abdominal sepsis“) hinsichtlich Mortalit®tokussanierung und vorbestehender
Immunparalyse unterscheidet [MAIER 2005].

Auch das Ausmald des operativen Traumas beeinfliissmmunantwort. Tierexperimentell
konnte gezeigt werden, dass sowohl bei Rattenwab bBei Schweinen die Immunfunktion
nach laparoskopisch-assistierter Darmresektionebesdhalten war als nach einem offen-
chirurgischen Vorgehen [BESSLER 1994, ALLENDORF @P9

Auch in klinischen Studien wurden die Veranderunges Immunsystems in Abhéngigkeit

vom chirurgischen Trauma untersucht. Um die koriveetle Cholecystektomie mit dem



2. Einleitung - 21 -

minimal-invasiven Vorgehen zu vergleichen, wurdemehreren Untersuchungen IL-6 als
Hauptmediator der Akuten-Phase-Reaktion bestimrie Brgebnisse zeigten postoperativ
deutlich hohere IL-6-Serumspiegel nach offenem whischen Vorgehen als nach
Laparoskopie [JORIS 1992; CHO 1994; JAKEWAYS 1994GLASER 1995;
MARUSZYNSKI 1995]. Im Gegensatz hierzu konnten tbei laparoskopischen Herniotomie
keine signifikanten Unterschiede der IL-6-Konzemdr@den im Vergleich zur offenen
Herniotomie gemessen werden [HILL 1995].

Andere Studien konnten eine besser erhaltene Zathittelte Immunitat nach Laparoskopie
als nach Laparotomie beobachten [CAREY 1994]. Retmet al. berichteten Uber eine
vermehrte Produktion von Superoxid-Anionen durch nblyten und Neutrophile
Granulozyten nach offener Cholecystektomie als naphroskopisch-assistierter Operation.
Diese Ergebnisse konnten sie in unmittelbaren Zosamhang mit septischen

Komplikationen in der Studiengruppe bringen [REDMD1994].

2.5 FRAGESTELLUNG

In vielen Studien sind bereits Veranderungen demdmantwort im Hinblick auf das
operative Trauma und die Verabreichung von Medik#erg die im Rahmen einer
Anasthesie eingesetzt werden, beschrieben wordeklatbleibt jedoch weiterhin, welchen
Einfluss die Auswahl des Anasthesieverfahrens —idRetpnasthesie im Vergleich zur

Allgemeinanasthesie — auf die perioperative Monezfginktion hat.

Ziel dieserex vivo / in vitro Studie war es daher zu klaren, ob es Untersclggdewischen:
1. der unstimulierten und stimulierten Monozytenakéivibei Allgemeinanasthesie im
Vergleich zu einer kombinierten Spinal-Epidural-Atiésie,
2. der unstimulierten und stimulierten Monozytenak#ii zu unterschiedlichen
Zeitpunkten vor, wahrend und nach der OperatiorAigemeinanasthesie und
3. der unstimulierten und stimulierten Monozytenak#ii zu unterschiedlichen
Zeitpunkten vor, wahrend und nach der Operationkbeibinierter Spinal-Epidural-

Anasthesie.
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3. Methodik

3.1. STUDIENDESIGN

Die vorliegende Studie beruht auf der UntersucheorgBlutproben, die von 20 Patienten der
Klinik far Orthopéadie und Orthopéadische Chirurgl@irgktor: Prof. Dr. med. Dieter Kohn)
des Universitatsklinikums des Saarlandes gespemgieten. Das Forschungsvorhaben wurde
von der Ethikkommission bei der Arztekammer degl8ades genehmigt.
Einschlusskriterien waren ein knieendoprothetis&hegriff in der Klinik fir Orthopadie und
Orthopadische Chirurgie sowie eine ASA-Klassifiaigg I-1ll, Volljahrigkeit und die
schriftliche Einwilligung in die StudienteilnahmeZu den Ausschlusskriterien zahlten
chronisch entziindliche Erkrankungen, HLA-B27 assda Erkrankungen, maligne
Grunderkrankungen oder Chemotherapie, die praoperg&innahme von Glukokortikoiden
oder Histaminantagonisten, Alkohol-, Medikamentesder Drogenabhangigkeit, ASA-
Klassifizierung 1V, Alter unter 18 Jahren und Abheimg durch den Patienten.
In dem Aufklarungsgesprach zwischen dem Patientehdem Anasthesisten wurden beide
Anasthesieverfahren sowie der Studienablauf austtiiveschrieben und erklart. Falls keine
etwaigen Kontraindikationen fir ein Regionalvertahr (z. B. Blutungsneigung,
blutverdinnende Medikamente oder neurologische aBRungen) vorlagen, wurde das
schriftliche Einverstandnis fir beide Anasthesiétaen eingeholt. Am Operationstag wurde
der Patient dann einer der beiden Anasthesiegrugipei Randomisierung zugeteilt.
Im Einzelnen wurde wie folgt vorgegangen:

* Vorgehen bei Allgemeinanésthesie (ITN):

o Vorbereitungen: Uberwachung der Vitalfunktionen: &K nichtinvasive
Blutdruckmessung, Pulsoxymetrie, Atemgasmonitoring

o Anlage eines vendsen Zugangs

o0 Préoxygenierung

o0 Narkoseeinleitung mit 2 ug/ kg KG Fentanyl i.v. und
2 mg/ kg KG Propofol i.v.

0 Muskelrelaxierung mit Succinylcholin 1,5 mg/ kg K.

o0 Narkoseaufrechterhaltung als balancierte Anasthagi®esfluran (0,5 MAC)
und Remifentanil (0,25 pg/ kg KG/ min) unter maseler Beatmung mit
einem Sauerstoff/ Luft - Gemisch (RiO,5)

o Postoperative Schmerztherapie mit 0,05 mg/ kg Ki@r&inid i.v. und
30 mg/ kg KG Novaminsulfon i.v. bei Hautnaht
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o Bei OP-Ende: Frischgasfluss erhohen @FiOL1,0), Beenden der
Narkosemittelzufuhr, Beatmung fortsetzen bis Eigeniag einsetzt und der
Patient erwacht.

Vorgehen bei kombinierter Spinal-/ Epiduralan&dsth¢SSE):

o Vorbereitungen: Uberwachung der Vitalfunktionen: &K nichtinvasive
Blutdruckmessung, Pulsoxymetrie

o0 Anlage eines vendsen Zugangs

o0 Sauerstoffgabe 3 I/ min Uber Nasensonde

o Applikation von ca. 3,0 — 3,5 ml Bupivacain 0,5%ohkar in den
Subarachnoidalraum

o Eventuell zusatzliche Applikation von Bupivacains®%, isobar Uber den
Periduralkatheter bis eine Anasthesiehdhe von GleBeicht ist

o0 Postoperativ wird der Periduralkatheter nochmals Boipivacain 0,25% bis
Th 5/6 zur Schmerztherapie aufgespritzt

Die perioperative Volumentherapie erfolgte bei beid/erfahren angepasst an den
individuellen Bedarf des Patienten. Postoperativden beide Gruppen auf der

orthopadischen Wachstation weiter betreut.

3.1.1 PROBENENTNAHME UND PROBENAUFARBEITUNG

Den in die Studie eingeschlossenen Patienten wardensgesamt 6 unterschiedlichen

Zeitpunkten Blut aus dem liegenden ventsen Zugahgpemmen. Die Zeitpunkte waren wie

folgt festgelegt:

TO: direkt vor Narkoseeinleitung

T1: direkt nach Narkoseeinleitung

T2: unmittelbar nach der Operation im Aufwachraum
T3: 6 Stunden nach der Operation

T4: 24 Stunden nach der Operation

T5: 48 Stunden nach der Operation

Die Blutentnahme erfolgte Uber einen vendsen Zugamgkommerziell erhaltliche

Probenrohrchen (Lithium-Heparin-Monovetten, Sar3td®kei einem Gesamtvolumen von 4,7

ml enthielten die Probenréhrchen 25 I.E. Hepanmnl Blut. Nach der Entnahme wurden die

Proben unmittelbar fir den Transport auf Eis gelaged ohne Unterbrechung bis zur

Weiterverarbeitung im Anéasthesiologischen Labortptk
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3.2 ENZYME-LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY (ELISA)

3.2.1 PROBENAUFARBEITUNG FUR ELISA-ANSATZE

Zur Bestimmung der Zytokine im Uberstand wurde dasiommene Vollblut mit Rosswell
Park Memorial Institute Zellkulturmedium (RPMI 164Ready Mix; PAA Laboratories
GmbH) im Verhaltnis 1:5 unter aseptischen Bedingumgerdinnt.

Das Vollblut-RPMI-Gemisch wurde in doppelten Angditzmit je 2 ml Volumen in
handelslbliche 24-Well-Platten (Cellstar, Greinér-8ne) pipettiert und bei 37°C und 5%
CO,-Zusatz inkubiert. Nach einer Stunde wurde in jésvesinen der Ansatze 2 pl
Lipopolysaccharid (LPS) [1pug/mlE( coli O111:B4, Fa. Sigma Aldrich) zur Stimulation der
immunkompetenten Zellen hinzugefigt. Daraufhin vewrddie Ansatze fur weitere 24
Stunden bei 37°C und 5% GOinkubiert. AnschlieRend wurde der Uberstand in
ReaktionsgefalRe (1,5 ml, Sarstedt) Uberfuhrt usazbr Zytokinbestimmung mittels enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) bei -80°C eingeshn.

Als ELISA bezeichnet man ein immunologisches Nacbwerfahren, das auf einer
enzymatischen Farbreaktion basiert. Mit Hilfe desiI3As konnen Proteine, aber auch
niedermolekulare Verbindungen wie Hormone oder fexin einer Probe quantitativ

ermittelt werden.

3.2.2 ZYTOKINBESTIMMUNG MITTELS ENZYME-LINKED IMMUNOSORBENT
ASSAY (ELISA)

Die Bestimmung der Zytokine TNé;-IL-10 und IL-6 erfolgte mittels ELISA der FirmalB
Bioscience (San Diego, Kalifornien, USA). Die Griagk dieses Tests ist das sog.
~Sandwich-Prinzip“. Hierfir wird eine 96-Well-Miktderplatte (Nunc, Danemark) mit einem
dem Zytokin entsprechenden Biotin-gekoppelten Anfler (AK 1, Coating-Antikorper)
beschichtet. An diesen bindet ein Epitop des gdeuachytokins. Im Anschluss lagert sich ein
Komplex aus einem zweiten Antikdrper (AK 2, Deteks-Antikérper) und Enzym mit
Peroxidaseaktivitat an. Uberschiissige Antikdrpeat unspezifische Bindungen werden nach
entsprechenden Inkubationszeiten mithilfe einesdstalisierten Waschvorgangs entfernt
bzw. gel6st. Abbildung 2 zeigt schematisch das ¢g8ach-Prinzip“ des ELISA.

Eine Farbreaktion, die der Menge an Zytokin dirgkdportional ist, entwickelt sich durch
Zusatz einer peroxidaseabhangigen  Substratldsungach N Verstreichen  einer
temperaturabhangigen Inkubationszeit (15-30 min)rdwidie Farbreaktion mittels
Schwefelsaure (1M) gestoppt. Ein Photometer migst Farbintensitat, welche direkt



3. Methodik -25 -

proportional zur enthaltenen Zytokinmenge ist. Dbueinen Vergleich der optischen Dichte
mit einer Standardkurve kann die Zytokinkonzentratieder einzelnen Probe ermittelt
werden. Abbildung 3 beschreibt detailliert die @imen Arbeitsschritte des ELISA.

Peroxidaseabhangige Substratlosung
Enzym mit Peroxidaseaktivitat

AK 2

.—' Probe

AK 1

Abbildung 2: ,Sandwich-Prinzip“ des enzyme-linked mmunosorbent assay (ELISA).

Aus friiheren Untersuchungen unserer Arbeitsgrupgrebekannt, dass eine LPS-Stimulation
zu einer Ausschuttung von TNEFund IL-6 fuhrt, die nicht mehr im linearen Bereidbr
Standardkurve liegt. Deshalb wurden alle stimwierProben fir die Bestimmung der TNF-
o-Konzentrationen im Verhéaltnis 1:5 und zur Bestinmgpuder IL-6-Konzentrationen im
Verhaltnis 1:1000 verdinnt. Der Verdinnungsfaktorde anschlie3end bei der Berechnung
der Zytokinkonzentrationen bertcksichtigt. In Téde sind die wichtigsten Kenngrél3en der

verwendeten ELISA-Kits fur die Zytokine TNé-IL-10 und IL-6 zusammengefasst.

Beschichten der 96-Well-Mikrotiterplatte mit am Bodhaftendem AK 1, der gegen ein
Epitop des gesuchten Zytokins gerichtet ist

v

Inkubation Uber Nacht

v

Entfernen des lberschissigen AK 1 und Lésen urfsgsier
Bindungen durch Waschen mit Puffer

\

Inkubationszeit 1h

v

Entfernen des Puffers durch standardisierten Wasghng
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l

Pipettieren der Standardldésung und der zu unteesutein Plasmaproben

v

Inkubation bei Raumtemperatur fur 2 h

v

Entfernen der Uberschissigen Standardlésung usthBfaoben durch standardisierter
Waschvorgang

v

Pipettieren des Komplexes aus AK 2 und Peroxidaseqpeltem Enzym

v

Inkubationszeit abhangig vom gesuchten Zytokint.-3

v

Pipettieren einer Substratlésung aus Wasserstoifgeund Tetramethylbenzidin

v

Farbumschlag

v

Inkubation fiir 15-30 min bei Raumtemperatur in i@l Dunkelheit

\

Abbruch der Farbreaktion durch Zusatz von Schwatets (1M HSOy)

v

Photometrische Messung der Farbintensitat

v

Erstellen einer Standardkurve

V

Berechnung der Zytokinmenge durch Interpolation

=

Abbildung 3: Enzyme-linked immunosorbent assay.
Darstellung der einzelnen Arbeitsschritte der SaockMELISA-Technik fir TNFe, IL-10
und IL-6.
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™

Tabelle 2: Wichtige Kenngro3en der verwendeten ELIB-Kits [BD OptEIA .

h-TNF-a ELISA h-IL-10 ELISA h-IL-6 ELISA
Detektionsgrenze > 1,7 pg/ml > 1,0 pg/ml > 2,1 pg/ml
Intra-Assay Varianz <4,2% <2, 7% <6,9%
Inter-Assay Varianz <6,8% <10,8% <9,6%

3.3 DURCHFLUSSZYTOMETRIE (FACS)

Mit Durchflusszytometrie (FACS = fluorescence-aated cell sorting) werden Zellen anhand
ihrer Gréf3e, Granularitat und ihrer Oberflachenrkidle identifiziert. Bei der Messung wird
die Zellsuspension angesaugt, mit Uberdruck duritte éiise gespritzt und so eine
Hintereinanderreihung von Einzelzellen erreicht.e Dimittels des Flussigkeitsstrahles
perlschnurartig aufgereihten Zellen werden mit ei@@schwindigkeit von etwa 6m/s an
einem optischen System vorbeigefiihrt. Zwei Argosdraerzeugen Licht mit Wellenlangen
von 488 nm und 635 nm, welches rechtwinklig auf\debeistromende Zellsuspension trifft
und die markierten Zellen zur Fluoreszenz anregthdensitive Photomultiplier registrieren
das entstehende Streulicht. Das Vorwartsstreu{foimvard scatter, FSC) ist ein Mal3 fur die
Beugung des Lichtes und somit fur das Volumen efwle. Das Seitwartsstreulicht (side
scatter, SSC) andererseits beschreibt die Brecloa@sgLichtes und korreliert so mit der
Granularitat und Topographie einer Zelle. MittelsnBpass-Filtern fir 530 nm (Fluorescein-
Isothiocyangt FITC), 585 nm (Phyocoerythrin, PE), 661 nm (Allopbgyanin, APC) und
>670 nm (Peridin-Chlorophyll-Protein, PerCP) wirdasd von den angeregten
Fluoreszenzfarbstoffen emittierte Licht gemessen.Gmputer wertet die optischen Signale
aus und stellt sie fur die graphische AuswertungeibeDie Intensitat der emittierten
Lichtimpulse in einem vorgegebenen Frequenzberfi@nal) wird als numerischer Wert
wiedergegeben und in einem Histogramm gegen diealinzler Zellen mit dieser
Fluoreszenzintensitat aufgetragen. Die Korrelatibneier Parameter lasst sich durch
Darstellung in einem Punktwolkenhistogramm (DottPiigen. Beliebige Belegungen der
Achsen durch die Streulichtparameter und Fluoresaesind maoglich.

Abbildung 4 zeigt die Aufteilung verschiedener PJelpulationen anhand Gréfl3e und
Granularitat mit Hilfe des forward und side scattAnschlieBend kdnnen die einzelnen
Untergruppen anhand ihrer Oberflachenmolekiille gmnacharakterisiert werden (s.
Abbildung 5).
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258

Population der Granulozytenr

Side Scatter

Population der Monozyten

Population der Lymphozyten

T
0 64 128 192 2

Forward Scatter

Abbildung 4: Darstellung der Zellpopulationen mit Forward Scatter (FSC) und Side

Scatter (SSC).
Mit Hilfe des Vorwarts- und des Seitwartsstreudhtsc lassen sich die einzelnen

Zellpopulationen anhand ihrer Gréf3e und Granuldoggtimmen.

"
RT RE

HLA-DR APC*/ CD14 PerCP

103+

HLA-DR APCred/ CD14 PerCP

CD14 PerCP

HLA-DR APC*/ CD14 PerCP

HLA-DR APC*/ CD14 PerCP9

HLA-DR APCned/ CD14 PerCP9

HLA-DR APC

Abbildung 5: Charakterisierung einer Zellpopulation mittels FACS-Analyse.
Eine Zellpopulation wird anhand ihrer Oberflachetek@le mit Hilfe eines
Punktwolkehistogramms in Untergruppen eingeteilt.
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3.3.1 PROBENAUFARBEITUNG FUR FACS-ANALYSE
Frisches Patientenblut wurde hierfir zu den festgeh Zeitpunkten TO, T1, T2, T4 und T5

in Lithium-Heparin-Monovetten (4,7 ml, Sarstedtremmmen und direkt weiterverarbeitet.
Unter aseptischen Bedingungen wurde zu jedem Zditpein Vollblutansatz a 350 pl auf
eine speziell beschichtete 24-Well-Platte (Costaorning Incorporated) pipettiert und
zusatzlich direkt mit LPS [0,1 pg/ml] stimuliert.
Nach zweistindiger Inkubation bei 37°C und 5%,Q@@irde auf alle Anséatze Brefeldin A
(BFA) [10 pg/ml] pipettiert. Nach BFA-Verabreichuzgrféllt der Golgi-Apparat innerhalb
weniger Minuten und fihrt somit zu einem Sekretsdogp fiir Proteine. Anschliel3end
wurden die Ansétze fur weitere 4 Stunden unter elbes Bedingungen inkubiert. Nach
abgeschlossener Inkubation erfolgte die Fixierund Barbung der Zellen (siehe Abbildung
6).
Die Proben wurden zunadchst zweimal mit Hilfe eirmy. FACS-Puffers gewaschen.
Anschliel3end wurden die Monozyten mit folgendenil&irpern gefarbt:

 Anti—CD14 - PerCp

 Anti—CD86 - PE

e Anti—HLA DR - APC.
Nach 20 min Inkubationszeit wurden die Erythrozytemch die osmotisch wirksame ,BD
lysing solution” und einem weiteren Waschvorgang @en Anséatzen entfernt.
Zusatzlich zu den inkubierten Anséatzen wurde zengedeitpunkt ein Ansatz mit 350 pl ohne

Inkubation direkt im Anschluss an die BlutentnaHireert und gefarbt.
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Uberfiihrung der inkubierten Anséatze in 15 ml Zdagenréhrchen

\

4 ml FACS- Puffer zugeben

V

Vortex

\

6 min bei 1600 rpm zentrifugieren

\

Uberstande abkippen

\

2 ml FACS- Puffer zugeben

v

Vortex

V

6 min bei 1600 rpm zentrifugieren

\

Uberstande abkippen

v

AK- Gemisch (je Ansatz: 6ul Anti-CD14-PerCP,
6ul Anti-CD86-PE und
2,5ul Anti-HLA DR-APC) hinzugeben

v

Vortex

v

20 min im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubieren

v

2 ml BD FACS lysing solution zugeben

\

Vortex (mindestens 10 sec)

v

15 min im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubieren

\

6 min bei 1600 rpm zentrifugieren

V.




3. Methodik -31 -

Uberstande abkippen

V

2 ml FACS- Puffer zugeben

\

Vortex

e

Proben auf FACS- Rdhrchen aufteilen

e

6 min bei 1600 rpm zentrifugieren

e

Uberstande abkippen

e

2 ml FACS- Puffer mit Saponin (50:1) zugeben

e

Vortex

\

10 min im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubieren

\

6 min bei 1600 rpm zentrifugieren

v

Uberstande abkippen

\

150 ul FACS- Fix zugeben

v

bei 4°C im Dunkeln lagern, bis FACS Analyse durdhibe wird

Abbildung 6: Probenaufarbeitung fur fluorescence-ativated cell sorting.
Darstellung der einzelnen Arbeitsschritte der Pnaloébereitung fur die FACS-Analyse von
Monozyten.
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3.3.2 DURCHFLUSSZYTOMETRISCHE MESSUNG

Fur jeden Ausgangswert TO-T2, T4 und T5 wurden 508ien ausgewertet. Zunachst wurde
das Erwartungsfenster der Monozyten in der PunkivoFCS versus SSC definiert.

Anschliel3end wurden innerhalb dieser Zellpopulaatia CD86-positiven Zellen bestimmt,

um ausschlie3lich Monozyten bzw. Makrophagen inwleiteren Messung bertcksichtigen
zu konnen. Die semiquantitative Analyse der CD1g+Egsionsdichte erfolgte nach der von
Frankenberger beschriebenen Methode [FRANKENBER G&%5].

3.4 STATISTISCHE AUSWERTUNG

Die Auswertung der Ergebnisse zum Nachweis sigaifier Veranderungen erfolgte mit
Hilfe eines kommerziell erhaltlichen Statistikpragrmes (SigmaStat, Systat Software Inc,
San Jose, CA, USA).

Die Daten wurden zunachst auf Normalverteilung gipwWaren die Kriterien fur eine
parametrische Verteilung nicht erflllt, wurden datsprechenden nicht-parametrischen
Testverfahren (Kruskal-Wallis-Test bzw. Friedmaresf] angewendet, gefolgt von einem
Dunn’s post-hoc Test. Das Signifikanzniveau wundiepa0,05 festgelegt.

Fur die graphische Darstellung wurde das Zeicheggrprom SigmaPlot Version 9 verwendet
(Systat Software Inc, San Jose, CA, USA). Die Datarden als Boxplots mit Median, 25%-

und 75%-Quantile, sowie Minimum und Maximum pragsnt

3.5 LABORMATERIALIEN

Die in den Untersuchungen verwendeten Chemikali@anew von der hdchst erhéltlichen
Reinheit (high molecular grade) und sind in Tabdéleeusammen mit den verwendeten
Materialien alphabetisch aufgelistet.

Tabelle 3: Labormaterialien.

24-Well-Platten (ELISA) 24 Well Cell Culture Plateellstar
sterile, with lid; Greiner, Bio-One, Frickenhausen
24-Well-Platten (FACS) Costar, ultra low clusteatgl 24 well with lid

flat bottom, ultra low attachment
Corning Incorporated, New York, USA

96-Well-Platten F96 Cert. Maxisorb, Nunc-Immunot®la
Nunc, Roskilde, Danemark
Anti - CD14 PerCP CD14 PerCP
BD Biosciences Pharmingen, San Diego, USA
Anti - CD86-PE CD86-PE
Beckman Coulter, Immunotech, Krefeld
Anti- HLA-DR-APC HLA-DR-APC

Beckman Coulter, Immunotech, Krefeld
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BFA Brefeldin A
Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
BSA Albumin Bovine Serum, Fraction ¥,96%
Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Diluent BD optEIA, Assay Diluent
BD Biosciences Pharmingen, San Diego, USA
ELISA-Kits BD optEIA, h-IL-10 / h-TNF-alpha / h-116 ELISA-Set

BD Biosciences Pharmingen, San Diego, USA

ELISA-Reader

EL800
Bio Tek Instruments, Bad Friedrichshall

ELISA-Software

Gen5 ELISA, Installation Version00.14
Bio Tek Instruments, Bad Friedrichshall

FACS-Analyzer

BD FACSCalibur flow cytometer
BD Biosciences Pharmingen, San Diego, USA

FACS fix

BD FACS™ FACS fix
BD Biosciences Pharmingen, San Diego, USA

FACS-R6hrchen

BD Falcon, 5 ml Polystryene Round@otTube, 12x75
mm style
BD Biosciences Pharmingen, San Diego, USA

FACS-Software

BD CellQuest
BD Biosciences Pharmingen, San Diego, USA

FBS

Foetal Bovine Serum Gold
PAA Laboratories, Rasching

Lithium-Heparin Monovetten

Lithium-Heparin-Gel Movetten (4,7 ml)
Inhalt: Gel/ Praparierungstrager, 25 |.LE. HepanhBlut
Sarstedt AG & Co, Numbrecht

Lysing solution

BD FACS™ Lysing Solution
BD Biosciences Pharmingen, San Diego, USA

LPS AusEscherichia coli 0111:B4
Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Natriumazid NalN

Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen

Reagiergefalie

Eppendorfgefalle, 1,5 ml
Sarstedt, Numbrecht

RPMI RPMI 1640 with L-Glutamine

PAA Laboratories, Rasching
Saponin Saponin from Quillaja bork

Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Substratlésung BD optEIA

TMB Substrate Reagent Set

BD Biosciences Pharmingen, San Diego, USA
Zentrifugenréhrchen Roéhre 15ml, 120x17 mm PP

Sarstedt, Nimbrecht
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4. Ergebnisse

4.1 PATIENTENDATEN

Tabelle 4: Charakterisierung der Patientengruppen.

ITN (n=10) CSE (n=10) Signifikanzniveay
Alter [Jahren] 70,75+ 2,81 70,00 £ 2,91 Nicht sianifikant
Mittelwert = Standardabweichung(51-85) (52-84) 9

Geschlecht

58,3% weiblich
41,7% mannlich

50% weiblich
50% mannlich

Nicht signifikant

ASA-Klassifikation

Mittelwert + Standardabweichun

o

2,5+0,52

2,5+0,52

Nicht signifikant

Wahrend des Untersuchungszeitraums wurden insgeimtPatienten in die Studie

eingeschlossen; 10 Patienten pro Gruppe. Tabelagt die demographischen Daten und die

ASA-Klassifikation der Patienten. Es gab keine giganten Unterschiede zwischen den
Studiengruppen hinsichtlich Alter, Geschlecht urigifAKlassifikation.
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4.2 AUSWIRKUNGEN UNTERSCHIEDLICHER ANASTHESIEVERFAREN AUF DIE
SPONTANE UND ENDOTOXINSTIMULIERTE TNFe-FREISETZUNG

Die spontane TNF-Ausschittung erbrachte zZu allen postoperativen
Beobachtungszeitpunkten signifikant hohere TdNKenzentrationen in der CSE-Gruppe im
Vergleich zur ITN-Gruppe (T2, ITN vs. CSE: p=0,008, ITN vs. CSE: p=0,027; T4, ITN
vs. CSE: p=0,043; T5, ITN vs. CSE: p=0,017) (si€hbelle 5 und Abbildung 7).

Die Auswertung der LPS-stimulierten TNFAusschittung zeigte relevante Unterschiede der
Stimulierbarkeit ~ unmittelbar nach  Narkoseeinleitungzwischen  den  beiden
Andasthesieverfahren (T1, ITN vs. CSE: p=0,001). &dBm konnte perioperativ zunachst
eine signifikante Abnahme der Stimulierbarkeit (Ws. T3: p=0,022), sowie eine
anschlieBende postoperative Zunahme der LPS-vetteiitTNFe-Ausschittung in der ITN-
Gruppe nachgewiesen werden (T3 vs. T5: p=0,028hé¢si abelle 6 und Abbildung 7).

Tabelle 5: Absolutwerte der spontanen TNFe-Freisetzung.
Angegeben sind Median (Med), 25%-Quantile (25%¥/Buantile (75%) und Range (R) in
pg/ml.

Zeitpunkt ITN CSE

Med 25% 75% R Med 25% 75% R
T0 0,0 0,0 10,3 20,5 4,2 3,1 5,8 13,2
T1 2,6 0,0 12,6 20,5 4.4 2,6 4.7 26,4
T2 0,0 0,0 2,3 16,5 2,6 2,1 4,6 7,3
T3 0,0 0,0 0,0 3,8 2,9 0,3 3,4 3,8
T4 0,0 0,0 1,4 5,3 3,0 0,8 8,4 9,9
T5 0,0 0,0 3,8 8,4 2,9 2,4 51 8,0

Tabelle 6: Absolutwerte der endotoxinstimulierten NF-a-Freisetzung.
Angegeben sind Median (Med), 25%-Quantile (25%¥o/Buantile (75%) und Range (R) in
pg/ml.

Zeitpunkt ITN CSE
Med 25% 75% R Med 25% 75% R

TO 618,6] 448,1| 1306,4| 1553,2] 989,5| 489,8] 1372,1] 1883,2
T1 788,5] 353,0] 1169,7] 1510,9] 2090,5| 1186,4] 2839,2| 2919,4
T2 781,1] 604,4| 1391,2| 4347,8] 1074,9] 971,4] 1561,1] 2104,2
T3 372,2] 262,1| 521,7] 9549| 458,3] 304,6] 689,9] 2092,0
T4 540,5] 299,5| 930,6f 1536,3] 1533,9] 528,6] 1991,7] 44215
T5 717,5] 574,01 2306,7] 3606,2 902,8] 752,3] 1377,4] 3590,9
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Abbildung 7: Unstimulierte und endotoxinstimulierte TNF-a-Ausschittung.

Angegeben sind Median mit 25%- und 75%-Quantile Zigokinkonzentration in pg/ml zu
den jeweiligen Messzeitpunkten.

# p<0,05 vs. ITN; 8§ p<0,05 vs. T1; * p<0,05 vs. T3.
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4.3 AUSWIRKUNGEN UNTERSCHIEDLICHER ANASTHESIEVERFAREN AUF DIE
SPONTANE UND DIE ENDOTOXINSTIMULIERTE IL-10-FREISEAUNG

Die statistische Auswertung der spontanen IL-10seteung erbrachte keine signifikanten
Ergebnisse (siehe Tabelle 7 und Abbildung 8).

Die Untersuchung der IL-10-Konzentrationen in dé?Ststimulierten Proben zeigte sowohl
zwischen den beiden Anasthesieverfahren als aucérhalb der ITN-Gruppe statistisch
signifikante Unterschiede:

So zeigte sich eine geringere IL-10-AusschuttundgenITN-Gruppe verglichen mit der CSE-
Gruppe unmittelbar nach Narkoseeinleitung (T1, &N CSE: p=0,037) sowie 6 Stunden
postoperativ (T3, ITN vs. CSE: p=0,008).

Des Weiteren konnte eine statistisch relevante Abmeader endotoxinstimulierten IL-10-

Ausschittung innerhalb der ITN-Gruppe 6 Stunderhrdem operativen Eingriff ermittelt

werden (TO vs. T3: p=0,029) (siehe Tabelle 8 undildoing 8).

Tabelle 7: Absolutwerte der spontanen IL-10-Freisetung.
Angegeben sind Median (Med), 25%-Quantile (25%¥o/Buantile (75%) und Range (R) in
pg/ml.

Zeitpunkt ITN CSE

Med 25% 75% R Med 25% 75% R
TO 3,4 0,7 5,7 8,1 3,2 0,7 4,2 4,8
T1 0,0 0,0 3,3 6,7 0,9 0,4 1,8 10,0
T2 0,8 0,0 1,5 3,3 1,0 0,0 1,9 2,7
T3 1,2 0,0 2,7 6,5 1,6 0,0 4,0 9,4
T4 1,2 0,4 6,6 9,5 2,0 0,0 2,7 51
T5 0,1 0,0 4,8 9,1 1,2 0,3 3,6 4,0

Tabelle 8: Absolutwerte der endotoxinstimulierten L-10-Freisetzung.
Angegeben sind Median (Med), 25%-Quantile (25%¥o7/Buantile (75%) und Range (R) in
pg/ml.

Zeitpunkt ITN CSE

Med 25% 75% R Med 25% 75% R
TO 483,11 313,7] 561,9] 814,9| 489,6] 392,7] 759,0] 521,1
T1 349,3] 210,9] 407,5] 699,2] 526,8] 376,9] 612,9] 551,2
T2 370,5| 276,7] 392,6] 520,5| 416,2| 3385| 4705 298,0
T3 248,41 201,01 292,91 307,5] 3479 296,4] 440,0] 4410
T4 360,8] 2457 4179 487,01 527,55 331,2] 686,00 6610
T5 268,1] 174,2] 386,3] 342,9] 351,71 263,9| 533,1f 584,4
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Abbildung 8: Unstimulierte und endotoxinstimulierte 1L-10-Ausschuttung.

Angegeben sind Median mit 25%- und 75%-QuantileZyg¢okinkonzentration in pg/ml zu
den jeweiligen Messzeitpunkten.

# p<0,05 vs. ITN; & p<0,05 vs. TO.
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4.4 AUSWIRKUNGEN UNTERSCHIEDLICHER ANASTHESIEVERFAREN AUF DIE
SPONTANE UND DIE ENDOTOXINSTIMULIERTE IL-6-FREISETUNG

Die Bestimmung der spontanen IL-6-Ausschuttungtiihu signifikanten Ergebnissen:

Es zeigte sich bei nahezu identischen Zytokinkotmaganen vor Einleitung (TO) in beiden
Untersuchungsgruppen eine signifikant gro3ere dgtlsschittung bei den Patienten mit
Vollnarkose im Vergleich zum Regionalverfahren uttefibar nach Narkoseeinleitung (T1,
ITN vs. CSE: p=0,032) sowie 24 Stunden postopefauy ITN vs. CSE: p=0,011).
Grundsatzlich lie3 sich in beiden Gruppen eine ®emdzu einer geringeren IL-6-
Ausschittung am operativen Tag beobachten, dieinC&E-Gruppe auch bis zum zweiten
postoperativen Tag (T5) anhielt. In der ITN-Guppieg die Zytokinausschittung jedoch
bereits 24 Stunden postoperativ wieder an (sielbellea9 und Abbildung 9).

Die Bestimmung der IL-6 Konzentrationen in den @ogmstimulierten Proben fuhrte zu
keinen statistisch relevanten Unterschieden (Slelelle 10 und Abbildung 9).

Tabelle 9: Absolutwerte der spontanen IL-6-Freisetang.
Angegeben sind Median (Med), 25%-Quantile (25%¥o/Buantile (75%) und Range (R) in
pag/ml.

Zeitpunkt ITN CSE

Med 25% 75% R Med 25% 75% R
TO 203,9 4,41 680,8] 1433,2 2,9 0,0] 385,2] 1248,2
T1 238,7 6,8] 602,7] 1110,5 0,0 0,0] 225,4] 500,0
T2 132,8 6,0] 302,5] 458,9 1,7 0,3 28,5] 1042,0
T3 55,5 34,2 122,4] 209,2 36,2 11,2 72,6 1741
T4 168,6 37,2 277,81 1130,8 59,1 13,6 715 117,44
T5 119,1 11,4] 287,3] 719,9 5,7 3,8 27,8] 285,0

Tabelle 10: Absolutwerte der endotoxinstimuliertenlL-6-Freisetzung.
Angegeben sind Median (Med), 25%-Quantile (25%¥7/Buantile (75%) und Range (R) in
pag/ml.

Zeitpunkt ITN CSE

Med 25% 75% R Med 25% 75% R
TO 15421,5] 10560,0] 19567,0] 27959,0] 10906,0] 9283,0] 19418,0[ 20781,0
T1 15029,0] 9990,0] 18212,5| 15215,0] 22452,0] 12473,0| 29055,0] 27825,0
T2 19126,0] 15826,3| 27651,0] 31322,0] 15660,0f 11058,0] 20130,0 25708,0
T3 11780,0] 9419,3| 19346,5| 15810,0] 12512,5( 10648,0] 18102,0| 29496,0
T4 21487,0] 10712,8] 28529,5| 40782,0| 21415,0] 5961,0] 27602,0f 40293,0
T5 17227,0] 12617,0] 45621,0 48218,0] 17855,5] 11357,0| 19845,0] 26305,0
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Abbildung 9: Unstimulierte und endotoxinstimulierte IL-6-Ausschittung.

Angegeben sind Median mit 25%- und 75%-Quantile Zigokinkonzentration in pg/ml zu
den jeweiligen Messzeitpunkten.

# p<0,05 vs. ITN.
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4.5 AUSWIRKUNGEN UNTERSCHIEDLICHER ANASTHESIEVERFAREN AUF DIE
MONOZYTARE CD14 — EXPRESSION IM SPONTANVERLAUF

Bei der statistischen Auswertung zeigten sich fikpmte Unterschiede der monozytéren
CD14 — Expresssion im Spontanverlauf.

Der prozentuale Anteil der CD14Monozyten war sowohl 24 Stunden als auch 48 Stunde
postoperativ in der CSE-Gruppe signifikant gro3srimder ITN-Gruppe (CSE vs. ITN, T4:
p=0,031, T5: p=0,010).

In der ITN-Gruppe ergaben sich keine signifikantéinterschiede wahrend des
Beobachtungszeitraums fiir die Anzahl der CD1zellen.

In der CSE-Gruppe zeigte sich sowohl 24 Stunderaath 48 Stunden postoperativ eine
signifikante Zunahme der CDI4Monozyten im Vergleich zu unmittelbar vor und nach
Narkoseeinleitung (CSE T4 und T5 vs. TO und T1,,05)) die 48 Stunden postoperativ
sogar signifikant grof3er war als die Zunahme uratligir nach der Operation im AWR (CSE
T5vs. T2, p<0,05) (siehe Tabelle 11 und Abbildaoy

Die CD14-Fraktion zeigte keine signifikanten Unterschiedewiszhen den
Anasthesieverfahren und keine relevanten Veranderurin der ITN-Gruppe wahrend des
Beobachtungszeitraums.

Wahrend der Etablierung der Regionalandsthesie tezeigich unmittelbar nach
Anasthesiebeginn ein signifikanter Abfall der CD#Zellen im Vergleich zu vor Einleitung
(CSE T1 vs. TO, p<0,05). Im weiteren Verlauf verdarte sich der prozentuale Anteil dieser
Zellen weiterhin am ersten und zweiten postopegatiVag in dieser Population (CSE T4 und
T5vs. TO, T1 und T2, p<0,05) (siehe Tabelle 12 Abbildung 11).

Die quantitative Auswertung der Anzahl der CE¥£Monozyten ergab beim Vergleich der
beiden Anasthesieverfahren keine signifikanten tsoteede.

Der prozentuale Anteil der CD14 Zellen nahm sowohl in der ITN-Gruppe als auch én d
CSE-Gruppe an den beiden postoperativen Tagen fikggmti ab verglichen mit den
Messwerten des operativen Tages (ITN und CSE T4Tinhds. TO, T1 und T2, p<0,05)
(siehe Tabelle 13 und Abbildung 12).
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Tabelle 11: Prozentuale Verteilung der monozytareittD14™ Zellen im Spontanverlauf.
Angegeben sind Median (Med), 25%-Quantile (25%¥o7/Buantile (75%) und Range (R) in
%.

Zeitpunkt ITN CSE
Med 25% 75% R Med 25% 75% R
TO 81,6 76,9 84,8 28,2 81,6 79,5 82,8 11,5
T1 78,8 73,4 83,3 26,2 84,8 81,6 85,4 11,0
T2 80,2 72,9 83,7 29,2 83,0 77,6 86,8 18,7
T3 85,1 78,6 87,6 23,6 89,3 87,8 90,8 13,9
T4 82,6 79,8 85,7 28,6 88,3 86,3 91,1 10,4
T5 81,6 76,9 84,8 28,2 81,6 79,5 82,8 11,5
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Abbildung 10: Prozentuale Verteilung der monozytare CD14™" Zellen im
Spontanverlauf.

Angegeben sind Median mit 25%- und 75%-Quantile plegentualen Anteils der CDT4
Subpopulation zu den jeweiligen Messzeitpunkten.

# p<0,05 vs. ITN; & p<0,05 vs. TO; § p<0,05 vs. ¥4 p<0,05 vs. T2.
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Tabelle 12: Prozentuale Verteilung der monozytareicD14" Zellen im Spontanverlauf.
Angegeben sind Median (Med), 25%-Quantile (25%¥o7/Buantile (75%) und Range (R) in
%.

Zeitpunkt ITN CSE
Med 25% 75% R Med 25% 75% R
TO 11,1 9,3 15,7 14,3 12,4 11,8 13,6 7,7
T1 12,5 8,5 16,7 15,4 10,1 9,6 13,5 59
T2 11,5 9,3 15,4 16,7 10,5 8,0 12,9 11,1
T3 7,2 5,1 13,4 15,9 6,6 4,6 7,2 7,2
T4 8,9 6,6 11,3 19,3 6,5 54 9,4 8,8
T5 11,1 9,3 15,7 14,3 12,4 11,8 13,6 7,7
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Abbildung 11: Prozentuale Verteilung der monozytarea CD14" Zellen im
Spontanverlauf.

Angegeben sind Median mit 25%- und 75%-Quantile glezentualen Anteils der CD14
Subpopulation zu den jeweiligen Messzeitpunkten.

& p<0,05 vs. TO; § p<0,05 vs. T1; % p<0,05 vs. T2.
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Tabelle 13: Prozentuale Verteilung der monozytarei€D14™9 Zellen im Spontanverlauf.
Angegeben sind Median (Med), 25%-Quantile (25%¥o/Buantile (75%) und Range (R) in
%.

Zeitpunkt ITN CSE
Med 25% 75% R Med 25% 75% R
TO 3,9 2,5 4,9 13,9 2,8 1,7 5,0 6,9
T1 4,7 3,3 6,4 11,0 3,0 2,0 3,5 3,7
T2 4,9 3,1 8,5 12,9 3,6 2,8 5,2 11,8
T3 2,9 1,4 3,0 5,0 1,4 1,1 1,7 1,7
T4 1,2 0,6 2,4 6,9 1,3 0,6 1,4 1,4
T5 3,9 2,5 4,9 13,9 2,8 1,7 5,0 6,9
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Abbildung 12: Prozentuale Verteilung der monozytarea CD14™9 Zellen im
Spontanverlauf.

Angegeben sind Median mit 25%- und 75%-Quantile glezentualen Anteils der CDT4
Subpopulation zu den jeweiligen Messzeitpunkten.

& p<0,05 vs. TO; § p<0,05 vs. T1; % p<0,05 vs. T2.
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4.6 AUSWIRKUNGEN UNTERSCHIEDLICHER ANASTHESIEVERFAREN AUF DIE
MONOZYTARE CD14 — EXPRESSION NACH ENDOTOXINSTIMULADN

Die Auswertung der endotoxinstimulierten Werte fdie monozytare CD14-Rezeptor
Expression erbrachte signifikante Ergebnisse.

Der prozentuale Anteil der CDT4Zellen unterschied sich nicht signifikant beim §leich
der beiden Anasthesieverfahren, und er verandéareasich nicht signifikant in der ITN-
Gruppe wéahrend des Beobachtungszeitraumes.

In der CSE-Gruppe nahm der Anteil der CD1Zellen zum ersten postoperativen Tag
signifikant zu verglichen mit allen vorherigen #eihkten (CSE T4 vs TO, T1 und T2,
p<0,05) (siehe Tabelle 14 und Abbildung 13).

Fur die monozytare CDI4Population ergaben sich keine Signifikanzen zwaschien
Andasthesieverfahren oder den Zeitpunkten der ITNpBe.

Fur die CSE-Gruppe zeigte sich eine signifikanten@bme der CDI4Population zu allen
Zeitpunkten nach Etablierung der Regionalanasthesiglichen mit dem Ausgangswert vor
Anasthesiebeginn (CSE T1, T2, T4 und T5 vs. TO, @50 Des Weiteren konnten wir eine
signifikante Verringerung des prozentualen Anteder CD14 Zellen 24 Stunden
postoperativ im Vergleich zu nach Anésthesiebegimeh unmittelbar postoperativ feststellen
(CSE T4 vs. T1 und T2, p<0,05). Diese Reduktiorit laech bis 48 Stunden postoperativ an
(CSE T5 vs. T2, p<0,05) (siehe Tabelle 15 und Ahlyg 14).

Die CD14"®9 Monozytenfraktion in der ITN-Gruppe zeigte eindgnifikanten Abfall 24
Stunden postoperativ im Vergleich zu unmittelbastpperativ (ITN T4 vs. T2, p=0,024). Im
weiteren postoperativen Verlauf blieb der Anteit @14 Monozyten innerhalb der ITN-
Gruppe vermindert (ITN T5 vs. TO, T1 und T2, p<Q,05

Innerhalb der CSE-Gruppe konnten wir eine signiftkaAbnahme der CD1% Population an
beiden postoperativen Tagen feststellen (CSE T4T&nes. TO, T1 und T2, p<0,05) (siehe
Tabelle 16 und Abbildung 15).
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Tabelle 14: Prozentuale Verteilung der monozytaren CD14™ Zellen nach
Endotoxinstimulation.

Angegeben sind Median (Med), 25%-Quantile (25%¥Y/Buantile (75%) und Range (R) in
%.

Zeitpunkt ITN CSE
Med 25% 75% R Med 25% 75% R
T0 79,7 70,0 82,3 40,2 80,2 77,2 80,8 17,6
T1 77,5 74,4 81,1 30,6 79,0 73,7 81,4 19,6
T2 78,1 64,7 83,4 36,3 81,2 77,6 84,1 19,9
T3 84,6 68,1 88,0 31,7 85,6 83,8 90,3 20,6
T4 73,1 66,0 81,6 27,5 81,4 76,8 85,2 12,8
T5 79,7 70,0 82,3 40,2 80,2 77,2 80,8 17,6
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Abbildung 13: Prozentuale Verteilung der monozytara CD14" Zellen nach
Endotoxinstimulation.

Angegeben sind Median mit 25%- und 75%-Quantile plegentualen Anteils der CDT4
Subpopulation zu den jeweiligen Messzeitpunkten.

& p<0,05 vs. TO; § p<0,05 vs. T1; % p<0,05 vs. T2.
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Tabelle 15: Prozentuale Verteilung der monozytaren CD14" Zellen nach
Endotoxinstimulation.

Angegeben sind Median (Med), 25%-Quantile (25%¥Y/Buantile (75%) und Range (R) in
%.

Zeitpunkt ITN CSE
Med 25% 75% R Med 25% 75% R
TO 13,5 11,7 17,0 23,9 14,4 13,1 17,4 11,4
T1 14,1 10,8 19,7 18,4 13,8 11,0 17,3 13,0
T2 15,2 10,6 18,1 28,9 12,5 10,4 19,7 39,0
T3 9,6 7,7 20,5 20,4 10,1 6,5 11,2 14,8
T4 14,1 10,2 21,1 18,9 12,5 10,2 13,3 9,1
T5 13,5 11,7 17,0 23,9 14,4 13,1 17,4 11,4
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Abbildung 14: Prozentuale Verteilung der monozytirea CD14" Zellen nach
Endotoxinstimulation.

Angegeben sind Median mit 25%- und 75%-Quantile glezentualen Anteils der CD14
Subpopulation zu den jeweiligen Messzeitpunkten.

& p<0,05 vs. TO; § p<0,05 vs. T1; % p<0,05 vs. T2.



4. Ergebnisse  -48 -

Tabelle 16: Prozentuale Verteilung der monozytaren CD14™° Zellen nach
Endotoxinstimulation.

Angegeben sind Median (Med), 25%-Quantile (25%¥/Buantile (75%) und Range (R) in
%.

Zeitpunkt ITN CSE
Med 25% 75% R Med 25% 75% R
T0 4,1 3,3 7,3 15,6 4,1 3,0 6,4 8,6
T1 4,3 3,8 59 13,4 4,6 3,5 7,3 57
T2 4,9 4,4 8,0 14,5 3,9 3,0 6,8 25,5
T3 2,5 1,4 6,2 8,4 1,7 0,8 2,2 4,3
T4 2,0 1,8 4,0 9,6 1,3 1,2 2,4 2,7
T5 4,1 3,3 7,3 15,6 4,1 3,0 6,4 8,6
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Abbildung 15: Prozentuale Verteilung der monozytar@ CD14™ Zellen nach
Endotoxinstimulation.

Angegeben sind Median mit 25%- und 75%-Quantile glegentualen Anteils der CDY4
Subpopulation zu den jeweiligen Messzeitpunkten.

& p<0,05 vs. TO; § p<0,05 vs. T1; % p<0,05 vs. T2.
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5. Diskussion

Gegenstand der vorliegenden Untersuchung war degléfeh zweier unterschiedlicher

Anasthesieverfahren bei knieendoprothetischen Eiegr Hierfiir wurde die Anasthesie bei

einer Patientengruppe durch eine Vollnarkose (latiobsnarkose, ITN) und bei der zweiten
Patientengruppe durch ein Regionalverfahren (koratig Spinal-Epidural-Anasthesie, CSE)
durchgefuhrt.

Im Einzelnen sollte der Stellenwert der Auswahl Nieskoseverfahrens bei vergleichbarem
operativem Trauma auf die peri- und postoperativanaaytare Zytokinausschuttung und

CD14-Oberflachenrezeptor-Expression im Vollblutdnsetersucht werden.
5.1 WERTUNG DER METHODIK

5.1.1 PATIENTENAUSWAHL

Die Patientenauswahl fur unsere Studie erfolgtehndem Prinzip der Minimierung
eventueller Einflussfaktoren, die die Immunantwartodulieren koénnen und damit
moglicherweise zu einer direkten Beeinflussung rtersérgebnisse gefihrt hatten. Fur diese
Studie wurden nur Patienten ausgewahlt, die sicleneielektiven knieendoprothetischen
Ersatz in der Klinik fur Orthopadie und OrthopadiiecChirurgie des Universitatsklinikums
des Saarlandes unterzogen.
Um eine bereits praoperativ bestehende individudleranderung der Immunantwort
auszuschlieBen, wurden Patienten, die eines dgerfden Kriterien erfullten, nicht in die
Studie aufgenommen:

» praoperative Einnahme von Glukokortikoiden odett&irsnantagonisten

» chronisch entziindliche Erkrankungen

» HLA-B27 assoziierte Erkrankungen

* maligne Grunderkrankung, Chemotherapie

» Alkohol-, Medikamenten- oder Drogenabhangigkeit

* ASA Klassifizierung IV.

Die Patienten wurden durch Randomisierung nach dkligss etwaiger Kontraindikationen
fur ein Regionalverfahren (z. B. Blutungsneigunglutverdiinnende Medikamente,
neurologische Vorerkrankungen) in eine der beiddodi&ngruppen eingeordnet. Die

Einleitung der Allgemein- oder Regionalanasthesielgte nach den Ublichen Standards der
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Klinik fir Anéasthesiologie, Intensivmedizin und $cérztherapie des Universitatsklinikums
des Saarlandes und wurde immer durch den gleichéstAesisten durchgefihrt.

Beide Patientengruppen waren vergleichbar  hinsothtl der  Alters- und
Geschlechtsverteilung sowie der ASA-Klassifikatidle Patienten erhielten vor Hautschnitt
1,5g Cefuroxim i.v. als einmalige Antibiotikagalidei keinem Patienten war die Substitution

von Blutprodukten notwendig.

5.1.2 PROBENENTNAHME, -TRANSPORT UND -AUFARBEITUNG

Die Aufarbeitung der Proben war vergleichbar mitmdé&/orgehen friherer Arbeiten
[KLEINSCHMIDT 1998(a), KLEINSCHMIDT 1998(b), LARSEN1998, ZIEGENFUSS
1999, GRUNDMANN 2000, WILHELM 2002]. Die venésenuBbroben wurden direkt nach
der Entnahme fur den Transport in das Anasthessibg Labor auf Eis gelagert,
anschlieBend unmittelbar steril weiterverarbeited unter physiologischen Bedingungen bei
37°C und 5% C@-Zusatz inkubiert.

5.1.3 VOLLBLUTANSATZ

Die Untersuchungen zur Bestimmung der Zytokinantwaod der CD14-Expression erfolgten
in der Vollblutkultur. Dieses Verfahren wurde ungpglich von Wilson et al. [WILSON
1991] beschrieben und ist inzwischen in einer \Blz von Studien zu
Funktionsuntersuchungen bei mononukledren Zellagesietzt worden [KLEINSCHMIDT
1998(a), KLEINSCHMIDT 1998(b), LARSEN 1998, ZIEGENBS 1999, GRUNDMANN
2000, WILHELM 2002]. Die Entwicklung von Vollblutkturen beruhte initial auf der
Beobachtung, dass mononukledre Zellen nach Verdignnwon Vollblut mit
Zellkulturmedium Uber mindestens 72 Stunden lel@dmgfsind und funktionsttichtig bleiben.
Die Uberlebensrate der Zellen betrug nach 24 Stuiitber 95% [ERTEL 1995] und nach 72
Stunden noch Uber 82% [DE GROOTE 1992]. Im Gegenzatisolierten Zellen ist im
Vollblutansatz die Beurteilbarkeit der Funktion uhateraktion aller immunkompetenten
Zellen im Blut, von Monozyten und auch Lymphozytemjglich. Zudem befinden sich die
immunkompetenten Zellen in ihrem physiologischen liddi Das Verhéaltnis der
verschiedenen Blutzellen untereinander wird nichteramdert und auch die
Regulationsmechanismen bleiben erhalten. Eventdélizierungsphanomene, die durch die
Zellisolation auftreten kdénnen, sind bei einer Yhltkultur ausgeschlossen [HASKILL 1988,
DE GROOTE 1992]. Zell-Zell-Interaktionen mit der f@@wand konnen bei diesem

Verfahren allerdings nicht erfasst werden.
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5.1.4 LPS ALS TOXIN ZUR STIMULATION DER MONOZYTAREN
IMMUNFUNKTION

Die Stimulation der Monozyten erfolgte mit Lipopsaccharid (LPS) auBscherichia coli
0O111:B4. Die Dosierung erfolgte entsprechend der Mitov et al. publizierten Ergebnisse
[MITOV 1997] sowie einer von uns in vorangehendentddsuchungen erstellten Dosis-
Wirkungskurve, die auch der Dosierung anderer Aspeippen entspricht [ERTEL 1995,
KREUTZ 1997]. Hierbei fuhrt der Zusatz von 1 pghfS zu einer maximalen Stimulation
der monozytaren Zytokinausschittung. Obwohl dasveedete Bakterientoxin von der
hdchsten erhaltlichen Reinheit war (,high molecidaade*), kann eine Verunreinigung mit
anderen Bakterienprodukten nicht vollkommen audgessen werden [REDL 2001].
Hirschfeld et al. konnten nachweisen, dass LPS imar &kreuzreaktion mit dem TLR-2
Rezeptortyp fuhren kann [HIRSCHFELD 2000], der atgeh fir grampositive
Bakterienbestandteile spezifisch ist. Diese Mdddahkann bei unseren Ergebnissen auch
nicht mit Sicherheit ausgeschlossen werden.

5.1.5 ZYTOKINE

In der vorliegenden Studie wurden als prototypiscMertreter der pro- und
antiinflammatorischen monozytaren Immunantwort diokine IL-6, TNFe und IL-10
untersucht. In den letzten Jahren haben sich bergitle Arbeitsgruppen mit der
perioperativen  Zytokinausschittung beschéaftigt undie  Verdnderungen  der
Zytokinexpression als Marker fur die Immunfunktieerwendet. Ogata und Kawasaki haben
beispielsweise die Veranderungen der TiNFund IL-10-Ausschiittung wéhrend einer
partiellen Gastrektomie beschrieben [OGATA 2000; WASAKI 2001]. Andere
Arbeitsgruppen nutzten die IL-6-Konzentrationen, wlie Induktion der Akuten-Phase-
Reaktion im perioperativen Verlauf zu beobachteédRIE 1992; CHO 1994; JAKEWAYS
1994; GLASER 1995; MARUSZYNSKI 1995].

5.1.6 ELISA-MESSUNG

Die zu untersuchenden Zytokine wurden in den Ubadsn der Vollblutkulturansatze mittels
kommerziell erhaltlicher enzyme-linked immunosotbessays (ELISA) bestimmt. Der
verwendete ELISA beruht auf dem sogenannten ,SadRrinzip®. Das Zytokin wird
hierbei zwischen zwei Antikorper eingebettet, degen jeweils unterschiedliche Epitope
gerichtet sind. An einem Antikérper befindet sichusatzlich ein Enzym mit

Peroxidaseaktivitdt. Nach Zusatz einer Losung konest zum Farbumschlag, dessen



5. Diskussion -52 -

Intensitat quantitative Aussagen Uber die Mengeetdisaltenen Zytokins zulasst. Gegeniber
biologischen Zytokinmessverfahren besteht eine kdidie hbhere Spezifitdt. Die Rate an
Kreuzreaktionen wird mit unter 0,01% angegeben [REBCDIAGNOSTICS GMBH].
Nachteilig an diesem Verfahren ist jedoch, das® d&imlogische Wertigkeit der Zytokine
nicht  moglich ist. Zudem  konnen interindividuelle ch@vankungen  der
Zytokinkonzentrationen durch Allelpolymorphismerr fiie Promotorregion der einzelnen
Zytokine bedingt sein, die zu Unterschieden in deanskriptionsraten fihren [M@LVIG
1988, HAN 1991, TRACEY 1993]. Auch in der vorlieglem Untersuchung war eine

erhebliche interindividuelle Variabilitdt zu beobéen.

5.1.7 FACS-ANALYSE

Die Durchflusszytometrie ist ein gut etabliertesfdbren zur qualitativen und quantitativen
Bestimmung von Oberflachenmolekilen und intrazéteh Proteinen. Es wird schon seit
einiger Zeit nicht nur in der Forschung sondernhawvoutinemaRig im klinischen Alltag
beispielsweise zur immunologischen Charakterisigron Lymphomen und Leukamien oder
zur quantitativen Messung von Lymphozytensubpopran im peripheren Blut von HIV-
Patienten eingesetzt. Bereits 1972 beschrieb Bowiner Grundziige des ,fluorescence
activated cell sorting“, mit dessen Hilfe eine ggaBnzahl von Zellen in kirzester Zeit in
funktionelle Gruppen unterteilt werden konnte [BOBRI1972].

Das Prinzip der FACS-Analyse beruht zum einen aurf ghdividuellen Eigenschaften einer
Zelle, das Licht zu streuen, und zum anderen auf ddndung zwischen
Oberflachenmolekulen oder Zellbestandteilen undoktmmalen Antikorpern (mAbs), die mit
Fluorochromen konjugiert sind und somit Licht inei bestimmten Wellenlange emittieren.
Die Genauigkeit der absoluten Zellzahlmessungerea#elzellebene wird fir Lymphozyten
mit 97 - 99% angegeben [BD BIOSCIENCES 2007].

Fur gewohnlich emittiert ein Fluorochrom ein Lighe&trum, das innerhalb eines begrenzten
Bereichs am intensivsten ist und bei dieser Wellege auch mit dem entsprechenden
Erfassungsbereich des Fluoreszenzkanals Gberemstifmotzdem emittieren Fluorochrome
auch zu einem geringeren Ausmafd in Spektralbereiche aullerhalb der fir sie
charakteristischen Wellenlange liegen. Wenn dietev&cheren Emissionen sich nun mit
dem Spektralbereich anderer Fluorochrome Ubersdénewerden Zellen, die eigentlich nur
mit einem Fluorochrom gekennzeichnet sind, in zik@ndlen gemessen. Dieses Phanomen
wird ,spectral overlap” genannt und ist vor allenei bAnalysen mit Mehrfachfarbung
problematisch (siehe Abbildung 16) [JAROSZESKI 199Burch die Auswahl unserer
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Fluorochrome sowie mdglichst exakte Voreinstellungad enges Gating versuchten wir, das
Auftreten von ,spectral overlap” so weit wie moglieu reduzieren, kdnnen das Auftreten
von falsch-positiven Ergebnissen aber nicht vatidig ausschliel3en.

FL1 FL2 FL3

Intensitat

| | |
400 500 600 700

Emissionswellenlange [nm]

Abbildung 16: ,,Spectral overlap” bei Mehrfachfarbun g.
Die Spektralbereiche von Fluorochromen (FL) konrgoh Uberschneiden, sodass ein
Fluorochrom in zwei Kanalen gemessen wird [modfiznach JAROSZESKI 1999].

5.2 DISKUSSION DER ERGEBNISSE

Ziel dieser Untersuchung war es, den spezifischemfluss unterschiedlicher
Anasthesieverfahren auf die monozytare Immunfunktibei méglichst identischem
operativen Trauma genauer zu charakterisieren.

Wir konnten signifikante Unterschiede der Zytokissehittung zwischen den beiden
Anasthesieverfahren zeigen.

Die spontane TNF-Ausschittung war zu allen postoperativen Zeitpemnkin der CSE-

Gruppe grofder verglichen mit der ITN-Gruppe (ITN €SE, T2: p=0,008, T3: p=0,027, T4:
p=0,043, T5: p=0,017).



5. Diskussion -54 -

Es zeigte sich eine signifikant hohere endotoximslierte TNFe-Ausschittung in der CSE-
Gruppe als in der ITN-Gruppe unmittelbar nach Nadanleitung (ITN vs. CSE, T1:
p=0,001). Im peri- und postoperativen Verlauf déiN{Gruppe erfolgte zunachst eine
statistisch relevante Abnahme der endotoxinstimelie TNFea-Ausschittung zwischen dem
Zeitpunkt unmittelbar nach Narkoseeinleitung biSteénden postoperativ (ITN, T1 vs. T3:
p=0,022). Im weiteren Verlauf zeigte sich wiederuam signifikanter Anstieg der
endotoxinstimulierten TNFR-Ausschiuttung bis 48 Stunden postoperativ (T3 v&: T
p=0,022).

Die endotoxinstimulierte 1L-10-Ausschittung zeigébenfalls signifikante Unterschiede
zwischen den beiden Studiengruppen. Nach Narkdséamy und 6 Stunden postoperativ
konnten wir jeweils in der CSE-Gruppe hohere Zyt&knzentrationen messen als in der
ITN-Gruppe (ITN vs. CSE, T1: p=0,037, T3: p=0,008pes Weiteren sank die
endotoxinstimulierte 1L-10-Ausschittung innerhalbr dTN-Gruppe statistisch signifikant
wahrend des Operationstags ab (ITN, TO vs. T3:G24),

Zudem ergaben sich bei der spontanen IL-6-Ausaahgitsignifikante Unterschiede zwischen
den Anasthesieverfahren. Unmittelbar nach Narkossing sowie 24 Stunden postoperativ
war die spontane IL-6-Ausschittung in der ITN-Greigpgnifikant héher als in der CSE-
Gruppe (ITN vs CSE, T1: p=0,032, T4: p=0,011).

Auch die Expression des monozytaren Oberflacheptere CD14 zeigte signifikante
Unterschiede hinsichtlich des Anasthesieverfahoerksder Beobachtungszeitpunkte.

Der unmittelbare Vergleich der beiden Anasthesieveen ergab an den beiden
postoperativen Tagen (T4 und T5) einen signifikaitteren prozentualen Anteil der CD14
Monozyten in der CSE-Gruppe als in der ITN-GruppeN(vs. CSE, T4: p=0,031, T5:
p=0,010).

Innerhalb der ITN-Gruppe verminderte sich der pnbaale Anteil der CD1%° Zellen 24 und
48 Stunden postoperativ signifikant zu den Wertes aperativen Tages (TO, T1 und T2 vs.
T4 und T5: p<0,005).

Fur die spontane CD14-Expression zeigten sich mQRE-Gruppe ebenfalls signifikante
Unterschiede. Unmittelbar nach der EtablierungRksgionalanasthesie nahm der prozentuale
Anteil der CD14 Zellen im Vergleich zu vor Narkoseeinleitung sfi@int ab (TO vs. T1:
p<0,05). Des Weiteren konnten wir fur alle monomsté Subpopulationen signifikante
Veranderungen 24 und 48 Stunden postoperativ inglgfeh zu unmittelbar vor und nach

Narkoseeinleitung sowie postoperativ im AWR beolb@ch Der prozentuale Anteil der
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CD14"™% und CD14 Zellen nahm signifikant ab, bei gleichzeitiger Zhme der CD1%4
Monozyten (TO, T1 und T2 vs. T4 und T5: p<0,05).

Nach Endotoxinstimulation konnten wir ebenfalls ndigante Veranderungen der
monozytaren CD14-Expression feststellen.

Innerhalb der ITN-Gruppe zeigte sich 48 Stundernigpesativ eine signifikante Abnahme des
prozentualen Anteils der CD14 Zellen im Vergleich zu vor und nach Narkoseeiniegf
sowie unmittelbar postoperativ (TO vs. T5: p=0,0Z@, vs. T5: p=0,022 und T2 vs. T5:
p=0,007).

Bei der CSE-Gruppe verminderte sich der prozentdaiteil der CD14%*® Monozyten an
beiden postoperativen Tagen signifikant zu den ¥veaim operativen Tag (TO, T1 und T2 vs.
T4 und T5: p<0,05). Auch der Anteil der CD12Zellen zeigte eine signifikante Abnahme 24
und 48 Stunden postoperativ im Vergleich zu voldtinng und unmittelbar postoperativ (TO
und T2 vs. T4 und T5: p<0,05) in der CSE-Gruppe.Gpyensatz dazu lag der prozentuale
Anteil der CD14" Monozyten 24 Stunden postoperativ in der CSE-Geugignifikant hoher
als vor und nach Etablierung der Regionalanastisesigie auch unmittelbar postoperativ im
AWR (TO, T1 und T2 vs. T4: p<0,05).

Die Mdglichkeit, dass Anasthesie die Immunfunktieerdndern koénnte, wurde erstmalig
1903 diskutiert, als Snel berichtete, dass Athehlo®form und Chloralhydrat die
Sterblichkeit an Anthrax bei Meerschweinchen vdfaahte [SNEL 1903].

Die Pathogenese perioperativer Infektionen ist sehlféaltig und es ist schwierig, den
Einfluss der Anésthesie von anderen Faktoren wie dperativen Trauma, Schmerzen und
individuellem Stress abzugrenzen. Daher war esemvdrliegenden Untersuchung wichtig,
den knieendoprothetischen Eingriff bei allen Pdaganin derselben Klinik durchfihren zu
lassen, so dass Operationsdauer, Schnittfihrunigt- Mad Prothesenmaterialien sowie die
postoperative Betreuung der Standardvorgehensweéee Klinik fur Orthopadie und
Orthopadische Chirurgie des Universitatsklinikunas &aarlandes entsprachen.

Andere Arbeitsgruppen untersuchten den alleinigerfiuss der Anésthesie, indem sie eine
Allgemeinanasthesie bzw. Epiduralanésthesie ohmeatipe Intervention durchfihrten. Bei
Procopio et al. konnten so 2001 weder Unterschiadder Immunantwort zwischen den
beiden Narkoseformen noch zur Kontrollgruppe festgJé werden. Dies kdnnte bei ihrem
Studiendesign sowohl mit der sehr kurzen Anastbesier von 60 min, als auch mit der

Abwesenheit von Opiaten in allen Versuchsgruppeerklaren sein [PROCOPIO 2001].
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Weitere Studien konnten zeigen, dass eine anéstbgsiche Behandlung ohne weitere
Intervention den Verlauf einer Infektion malRgebharandern kann. Eine Halothan-basierte
Andasthesie konnte beispielsweise die Mortalitat Méusen an einer Salmonelleninfektion
steigern [BRUCE 1967] oder an einer kotigen Petii®rsogar verdoppeln [MOUDGIL
1973].

Um Verédnderungen der Immunantwort bestimmten Eiresgm (z. B. Narkoseeinleitung,
Narkoseaufrechterhaltung oder postoperative Schihexegpie) unmittelbar zuordnen zu
kénnen, wahlten wir ein Studiendesign, das uns wiet Probeentnahmen bereits am
operativen Tag (TO — T3) eine sehr engmaschigerdbaterlaubte. Der erste Zeitpunkt (TO)
unmittelbar vor Narkoseeinleitung diente als Auggavert, da sowohl die praoperativen
Vorbereitungen als auch die Pramedikation fur Biegbanden identisch waren. Des Weiteren
war ein moglichst langer Beobachtungszeitraum —zbisA8 Stunden postoperativ (T5) —
sinnvoll, um auch mdgliche Unterschiede wahrend Begenerationsphase vollstandig
erfassen zu konnen. Eine Studie in 2006 konnteeksiatistisch relevanten Unterschiede der
IL-6-, TNF-a-, CRP-, Cortisol- und Leptin-Konzentrationen zwisn einer Spinalanasthesie
(SPA) und einer Allgemeinanasthesie (ITN) bei HéaMmoidalektomie feststellen
[BUYUKKOCAK 2006]. Die Beobachtungszeitpunkte besitkten sich in diesem Fall auf
unmittelbar vor Narkoseeinleitung und 24 Stundenstquerativ, so dass etwaige
Schwankungen im perioperativen Verlauf nicht siaehtlverden konnten.

Um die Unterschiede zwischen den beiden Anastheawen besonders zu verdeutlichen,
sollte nicht nur die Art der Medikamentenapplikationterschiedlich sein — intravenés und
inhalativ in der ITN-Gruppe im Gegensatz zu spioatl epidural in der CSE-Gruppe —
sondern es sollten auch keine Uberschneidungen Sidrstanzklassen zwischen den
Studiengruppen geben. Im Jahr 2000 untersuchte udlfenit seinen Kollegen an der
Universitat Oslo die Veranderungen der ThH-4L-6- und IL-13-Plasmakonzentrationen bei
hiaftendoprothetischen Eingriffen in ITN bzw. in CSPie Ergebnisse zeigten keine
signifikanten Unterschiede der TNF-und IL-6-Konzentrationen zwischen den beiden
Andasthesieverfahren. Als postoperative Schmerzperavurde in der CSE-Gruppe der
Periduralkatheter neben Bupivacain 0,25% zusatztithFentanyl 0,05 mg/ml aufgespritzt.
Auch die ITN-Gruppe erhielt Fentanyl als Analgetikui.v., sodass in dieser Studie
maoglicherweise die Opiatgabe in beiden Gruppenissitth relevante Unterschiede der
Zytokinausschuattungen zwischen den Studiengruppdmindert hat [HGEVOLD 2000].
Simeonova et al. beschrieben sowohl fiur die Allgemals auch fur die Epiduralanasthesie

einen proapoptotischen Effekt auf das monozytar@g®hytensystem. Hierflr untersuchten
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sie Blutproben von 22 Hunden vor, wahrend und rextfweder einer Allgemeinanasthesie
mit Halothan oder einer Epiduralandsthesie mit tao. Unabhangig vom
Anasthesieverfahren zeigte sich eine vermehrte fgsepate der immunkompetenten Zellen
verglichen mit einer Kontrollgruppe ohne anasthegiische Behandlung. Interessanterweise
konnten sie keine Verdnderungen der Zytokinaussahmgitdurch die Anéasthesie feststellen
und bereits am folgenden Tag hatte sich die Ap@pads wieder normalisiert [SIMEONOVA
2008]. Simeonova et al. konnten somit einen immututadiorischen Effekt durch Anésthesie
per se zeigen, jedoch keinen Unterschied zwischereme Allgemein- und einem
Regionalverfahren. Die Hunde der ITN-Gruppe erhreltausschlie3lich Halothan zur
Narkosefuhrung. Mdoglicherweise lassen sich die rsoteedlichen Ergebnisse zwischen
unserer Studie und der von Simeonova dadurch erkl&dass wir eine sog. balancierte
Allgemeinanéasthesie (Anasthetikum plus Analgektikumand keine Monoanéasthesie
angewendet haben. Fraglich bleibt sicherlich aieHJtertragbarkeit dieser Ergebnisse vom
Hundemodell auf den Menschen.

Im Jahre 1996 vertffentlichte Koltun eine Studier 2dK-Zytotoxizitat, Andrenalin-,
Noradrenalin- und Cortisol-Plasmaspiegel sowie i€oldpiegel im 24h-Urin bei Patienten
mit offener Kolektomie, die entweder eine Allgenaidsthesie oder eine wache
Epiduralanasthesie erhielten. Pra- und postopevedinen keine Unterschiede zwischen den
beiden Gruppen zu sehen. Allerdings zeigte sicloperativ eine signifikante Reduktion der
NK-Zytotoxizitat in der ITN-Gruppe, die sich beird&ruppe mit Epiduralandsthesie nicht
nachweisen liel3. Des Weiteren konnten Koltun epatioperativ erhéhte Noradrenalin- und
Cortisol-Plasmaspiegel und eine vermehrte Cor##amscheidung im 24h-Urin in der ITN-
Gruppe messen. Sie erklarten sich diese Ergebmigseh eine Unterdrickung der
sympathischen Stressantwort durch die Epiduralbedést und einem damit verbundenen
Erhalt der NK-Zytotoxizitat [KOLTUN 1996].

Auch Tgnnesen konnte eine Abnahme der NK-Zellaiivbis zu drei Tage nach einer
Allgemeinanéasthesie zur Hysterektomie messen, die der Patientengruppe mit
Epiduralanasthesie nicht nachweisbar war [TONNE3E8B].

Beide Untersuchungen zeigten somit — vergleichbbunseren Ergebnissen — eine mdgliche
Beeintrachtigung der Immunantwort durch die Allggmaeasthesie. Ob bei diesen beiden
Studien auch eine Veréanderung der monozytaren Inamtwort stattgefunden hat, ist nicht
untersucht worden.

Welchen immunmodulierenden Einfluss die postopeza8chmerztherapie hat, wurde 2004

von Volk et al. untersucht. Hierfir wurde die pgsmative Analgesie bei 54 Patienten nach
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Wirbelsaulen-Operation entweder  durch konventi@nell Patienten-kontrollierte
Schmerzpumpen (PCIA; Morphin 3mg/15min i.v.) odeuarath Patienten-kontrollierte
epidurale Analgesie (PCEA; 0,125% Ropivacain pluge&anil 1ug/ml, Basalrate und
Bolusapplikation) ermdglicht. Es zeigte sich keintérschied zwischen PCIA und PCEA im
Hinblick auf die Monozytenfunktion, allerdings fasitch eine Reduktion der NK-Zellen bei
gleichbeibenden B-Zell- und T-Helferzell- Populagm in der PCEA-Gruppe. Hieraus
schlossen Volk et al., dass die postoperative epiduSchmerztherapie eher einen Einfluss

auf den erworbenen als auf den angeborenen Amgilndmunsystems hat [VOLK 2004].

Unsere Ergebnisse weisen auf eine Veranderung dmmozgtaren Immunantwort in
Abhéngigkeit vom Anasthesieverfahren hin.

Insbesondere die eingeschrankte Stimulierbarkeit de10-Produktion unmittelbar
postoperativ in der ITN-Gruppe konnte einen immudalierenden Effekt der
Allgemeinanéasthesie vermuten lassen. Auch die veterte spontane TNé&-Ausschittung
zu allen postoperativen Zeitpunkten in der ITN-Grepscheint auf eine eventuelle
Beeinflussung der Immunantwort durch die Allgematsthesie hinzudeuten. Eine mégliche
Erklarung fur diese Ergebnisse kdnnte die durchsBebal. beschriebene Hemmung von NF-
kB durch Desfluran sein [BOOST 2006].

Auch im zeitlichen Verlauf zeigten sich in der IT®tuppe signifikante Schwankungen der
Zytokinkonzentrationen. Die endotoxinstimulierte H®-Ausschittung war 6 Stunden
postoperativ signifikant geringer als unmittelbacin Narkoseeinleitung. Eine signifikante
Steigerung lie3 sich anschlieBend wieder im Veehleiu T5 (48 Stunden postoperativ)
messen. Diese Ergebnisse sind vergleichbar mitien anderer Studien, bei denen die
endotoxinstimulierte TNF-Ausschittung im peri- und postoperativen Verlauhee
Gastrektomie unter Isofluran-Narkose bestimmt wy@eATA 2000; KAWASAKI 2001].
Die endotoxinstimulierte IL-10-Ausschittung zeigiime signifikante Reduktion 6 Stunden
postoperativ im Vergleich zu vor Narkoseeinleiturigjese peri- und auch postoperativ
anhaltende Abnahme der stimulierbaren Zytokinaugsaohg wurde auch von Ziegeler et al.
beobachtet [ZIEGELER 2006]. Fuentes et al. nutztkesen Effekt der verzdgerten
Zytokinfreisetzung durch volatile Anasthetika, um eermehrtes Uberleben von Mausen mit
endotoxamischem Schock zu erreichen. Sie konnt@erzedass die Uberlebensrate nach
intraperitonealer LPS-Injektion durch Isofluran-Atigesie von 23% auf 85% gesteigert
werden konnte. Als urséachlichen Reaktionsweg kansie, ahnlich wie Boost et al., eine
verzogerte Aktivierung von NkB feststellen [FUENTES 2006].
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Innerhalb der CSE-Gruppe konnten wir keine sigaifilen Unterschiede der
Zytokinausschuttung im zeitlichen Verlauf beobanhtdier zeigten sich jedoch wéhrend des
Beobachtungszeitraums — im Gegensatz zur ITN-Gruppstarke Veranderungen der
monozytaren CD14-Expression. Sowohl ohne als awd fendotoxinstimulation konnten
wir eine Abnahme der CD1% und CD14 Monozyten und eine Zunahme der CD1Zellen

an beiden postoperativen Tagen im Vergleich zumraipen Tag messen. Nach
Frankenberger verschieben sich somit die Monozytgmspulationen an den postoperativen
Tagen zum sog. ,klassischen® Monozyt. Dieser praghtizsowohl pro- als auch
antiinflammatorisch  wirksame  Zytokine und kann domieiner maoglichen
Entzindungsreaktion entgegenwirken [FRANKENBERGER 994l. Die
immunmodulierenden Eigenschaften von Bupivacaindenr2006 in einem Ubersichtsartikel
von Cassuto ausfuhrlich beschrieben und es hat g&teigt, dass der Einsatz von
Lokalanasthetika bei einigen Entziindungssituatipmea beispielsweise Lungenentziindung,
Sepsis und myokardialem Ischamie/Reperfusionssohade klinischen Einsatz einen
protektiven Effekt aufweist [CASSUTO 2006]. Im Gegatz zur ITN-Gruppe scheint die
CSE-Gruppe somit sowohl spontan als auch nach Brithgtimulation in der Lage zu sein,

auf den operativen Reiz durch eine gesteigerte ytrarekutierung adaquat zu reagieren.

5.3 FAZIT

Die Ergebnisse dieser Studie weisen auf einen wtigh Einfluss des Anasthesieverfahrens
auf die peri- und postoperative Immunfunktion higine Vollnarkose scheint das
Immunsystem starker zu supprimieren als eine komten Spinal-/Epiduralanasthesie und
zwar bis mindestens zum zweiten postoperativen Eagntuell ist das Infektionsrisiko
wahrend dieser Zeitspanne besonders hoch. Diestkamter Umstanden vor allem fir
nosokomiale Infektionen wichtig sein, die bei imrkampetenten Patienten mdglicherweise
nicht zu einer Erkrankung und den damit verbunddf@mplikationen gefuihrt hatten.

Die klinische Bedeutung muss in umfangreichen $tudaveiter erforscht werden. Die bisher
vorliegenden Befunde weisen allerdings darauf iass die Auswahl des Narkoseverfahrens

fur Risikopatienten vielleicht bedeutender seinrk@rals bisher angenommen.
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6.2 ANHANG

6.2.1 VERZEICHNIS DER ABKURZUNGEN
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E.coli
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IFN
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6.2.2 VERZEICHNIS DER ABBILDUNGEN

Abb. 1 Der Toll-like Rezeptor 4 — Reaktionsweg.

Abb. 2 ~sandwich-Prinzip“ des enzyme-linked immeatbent assay (ELISA).

Abb. 3 Enzyme-linked immunosorbent assay.

Abb. 4 Darstellung der Zellpopulationen mit Forw&uahtter (FSC) und Side Scatter
(SSC).

Abb. 5 Charakterisierung einer Zellpopulation ni#tteACS-Analyse.

Abb. 6 Probenaufarbeitung fur fluorescence-actvagd! sorting.

Abb. 7 Unstimulierte und endotoxinstimulierte TNFAusschittung.

Abb. 8 Unstimulierte und endotoxinstimulierte ID-Ausschittung.

Abb. 9 Unstimulierte und endotoxinstimulierte ILAasschittung.

Abb. 10 Prozentuale Verteilung der monozytaren CDZ4llen im Spontanverlauf.

Abb. 11 Prozentuale Verteilung der monozytaren Clxllen im Spontanverlauf.

Abb. 12 Prozentuale Verteilung der monozytaren C1zellen im Spontanverlauf.

Abb. 13 Prozentuale Verteilung der monozytaren CbZéllen nach Endotoxin-
stimulation.

Abb. 14 Prozentuale Verteilung der monozytaren CIZeflen nach Endotoxin-
stimulation.

Abb. 15 Prozentuale Verteilung der monozytaren C1zellen nach Endotoxin-
stimulation.

Abb. 16 ~Spectral overlap” bei Mehrfachfarbung.
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6.2.3 VERZEICHNIS DER TABELLEN
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Prozentuale Verteilung der monozytaren CbZéllen nach Endotoxin-
stimulation.
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stimulation.
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