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Zusammenfassung

1  Zusammenfassung

Gegenstand der Arbeit war die Hypothese, dass durch Verwendung der Periduralanasthesie beim
elektiven infrarenalen Aortenersatz eine signifikante Verbesserung der intra- und postoperativen
Immunkompetenz, vertreten durch eine verbesserte Stimulierbarkeit der Ausschittung der Zytokine
Interleukin-6, Interleukin-10 und Tumornekrosefaktor-a, erreicht werden kann. Die Verifizierung dieser
Hypothese wiirde den Einsatz der Periduralanasthesie bei groReren Operationen, im Besonderen beim
elektiven offenen Ersatz der abdominellen Aorta, nicht nur zur verbesserten Analgesie, sondern auch
zur Reduktion der Inzidenz von Komplikationen wie der Sepsis und damit letztlich auch zur Reduktion

der perioperativen Mortalitat rechtfertigen.

Intra- und postoperative Immunantwort und Immunkompetenz werden auch bei Aortenoperationen
mafgeblich durch chirurgisches Trauma, Ischdmie und Reperfusion sowie die Allgemeinanésthesie
beeinflusst. Immunantwort und Immunkompetenz - im Sinne der Mdglichkeit des Immunsystems, auf
Reize wie Endotoxdmie zu reagieren - werden inshesondere durch Zytokine als Mediatoren des
Immunsystems gesteuert und beeinflusst. Um den Einfluss der VVerwendung der Periduralanésthesie auf
diese beiden Parameter zu untersuchen, wurden daher die Konzentrationen der drei genannten Zytokine
zu verschieden pré-, intra- und postoperativen Zeitpunkten sowohl im unbehandelten Serum als auch in

Lipopolysaccharid-stimulierten Vollblutansatzen gemessen.

Diese prospektive Studie wurde als Pilotstudie konzipiert. Es wurden 21 maénnliche Patienten
eingeschlossen, die sich zwischen 2005 und 2007 an der Klinik fur Allgemein-, Viszeral-, Gefal- und
Kinderchirurgie des Universitatsklinikums des Saarlandes einer offenen Operation eines infrarenalen
Bauchaortenaneurysmas unterzogen. Die Patienten wurden nicht-randomisiert auf die Gruppen mit oder
ohne Periduralanasthesie aufgeteilt, die Einteilung in die Untergruppen mit Y- oder Rohrprothese

erfolgte nach anatomischen Gegebenheiten durch den verantwortlichen Operateur.

Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden Blutentnahmen durchgefiihrt sowie weitere Parameter
dokumentiert. Anhand eines standardisierten Protokolls wurden die Blutentnahmen weiterverarbeitet
und unter anderem die Konzentrationen von Interleukin-6, Interleukin-10 und Tumornekrosefakor-o im
unbehandelten Serum sowie im stimulierten behandelten Vollblutansatz gemessen. Dabei wurden
insbesondere die mittleren Zytokinkonzentrationen der Untersuchungsgruppen mit und ohne

Periduralanésthesie verglichen.

Die gemessenen mittleren Konzentrationen (der Durchschnitt der Konzentrationen aller Patienten einer

Gruppe zu einem bestimmten Zeitpunkt) aller drei Zytokine im unbehandelten Serum entsprachen den
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zu erwartenden Ergebnissen aus der Literatur. Die mittleren Interleukin-6-Konzentrationen zeigten
einen Peak zwischen 8 und 48 Stunden postoperativ, die mittleren Interleukin-10-Konzentrationen
unmittelbar postoperativ. Tumornekrosefaktor-o konnte im unbehandelten Serum aufer zu einem
einzelnen Messzeitpunkt bei einem Patienten nicht nachgewiesen werden.

Die mittleren Interleukin-6, Interleukin-10 und Tumornekrosefakor-a-Konzentrationen in den
stimulierten Vollblutansatzen waren tendenziell héher in der Gruppe mit Periduralanédsthesie im
Vergleich zur Gruppe ohne Periduralanasthsie, zu einem einzelnen Zeitpunkt sogar signifikant héher.
Es lasst sich also eine tendenziell bessere Stimulierbarkeit der Zyotkinausschittungen in der Gruppe mit
Periduralanésthesie feststellen, welche im Rahmen von weiteren Untersuchungen mit einer wesentlich

hoheren Fallzahl méglicherweise signifikant sein kdnnte.

In nachfolgenden Studien kdnnte in einem homogeneren Patientenkollektiv eine hdhere Signifikanz in
den Unterschieden zwischen den Gruppen mit und ohne Verwendung der Periduralandsthesie dadurch
erreicht werden, dass nur Patienten mit Rohrprothese (wegen der kiirzeren Klemmzeit und damit der
kirzeren Ischdmiedauer der unteren Extremitaten sowie der kiirzeren Operationsdauer) und weniger
Begleiterkrankungen eingeschlossen werden. Auch lie3en sich moglichweise durch die Wahl anderer
Blutentnahmezeitpunkte signifikantere Ergebnisse erreichen.

Die Hypothese der Arbeit kann zwar nicht verifiziert werden. Jedoch besteht zumindest ein Hinweis auf
deren Bestdtigung. Prospektiv-randomisierte Studien mit groRerer Patientenzahl und den oben
genannten Modifikationen im Studiendesign sind nétig, um die Hypothese der Arbeit verifizieren zu

kénnen.
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2  Einleitung

2.1 Die Periduralanasthesie

2.1.1 Prinzip und Wirkung

Sowohl mit der Allgemeinanésthesie als auch mit regionalen Anasthesieverfahren mit lokaler Wirkung
am peripheren Nervensystem kann der Zustand der Andasthesie mit ihren Komponenten Analgesie und
Muskelrelaxation, im Falle der Allgemeinanésthesie auch der Hypnose oder Sedation, erreicht werden.
In den letzten Jahrzehnten hat sich insbesondere bei ausgedehnten Operationen die Kombination von
Allgemeinanasthesie und rickenmarksnaher Andasthesie wie Peridural- oder Spinalandsthesie
durchgesetzt. Dadurch konnte, im Vergleich zur alleinigen Verwendung der Allgemeinanéasthesie, eine
Verbesserung des postoperativen Outcomes in Form geringerer Inzidenz unter anderem von kardialen,
pulmonalen, gastrointestinalen und renalen Komplikationen sowie eine verbesserte Analgesie erreicht
werden, wobei allerdings bis vor kurzem keine Verbesserung der postoperativen Sterblichkeit durch
Verwendung riickenmarksnaher Anésthesieverfahren gezeigt werden konnte (Groeben H, 2006; Guay
J, 2016). Die Reduzierung von postoperativer Mortalitat wie auch von postoperativen Komplikationen
wie Darmischamien und pulmonalen Komplikationen bei elektiven offenen Operationen der Aorta
abdominalis konnte erstmals kirzlich in einer retrospektiven amerikanischen Studie nachgewiesen
werden (Bardia A, 2016).

Die Periduralanésthesie (,,PDA*, syn. Epiduralandsthesie) bezeichnet das einmalige, mehrfache oder
kontinuierliche Einbringen eines Lokalanasthetikums in den Periduralraum (Raum zwischen innerem
und &uBerem Blatt der Dura mater) im Bereich thorakaler, lumbaler oder sakraler
Ruckenmarkssegmente iiber einen Periduralkatheter (,,PDK*).

Dadurch wird vor allem durch dessen Diffusion in Liquor und Nervenwurzeln eine dosisabhéngige
Blockade von zundchst sympathischen, dann schmerzleitenden und sensorischen und zuletzt
motorischen Nervenfasern erreicht. Neben der erwilinschten Analgesie kommt es im betroffenen Gebiet
durch die Sympathikolyse zur Vasodilatation mit Hautrétung und Warmegefihl. Ebenfalls kann durch
systemische Wirkung nach Diffusion in vendse Plexus ein Blutdruckabfall die Folge sein, aulerdem
kann die Darmtatigkeit stimuliert werden (Schulte am Esch J, 2002; Striebel HW, 2005).

2.1.2 Durchfiihrung, Komplikationen, Kontraindikationen

Fur Oberbaucheingriffe wird in der Regel eine Punktionshthe im Bereich des thorakalen Riickenmarkes,
flr Operationen des Unterbauches und der unteren Extremitdten in der Regel eine lumbale
Punktionshdhe gewéhlt. Die eigentliche Einbringung der sogenannten Tuohy-Nadel und gegebenenfalls

des Periduralkatheters erfolgt in einem standardisierten Verfahren.
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Bei korrekter periduraler Lage der Nadel beziehungsweise des Katheters wird bei der Single-shot-
Technik einmalig die zuvor berechnete Menge des Lokalanasthetikums, meist circa ein Milliliter von
zum Beispiel Mepivacain 2% oder Bupivacain 0,5%, injiziert und die Tuohy-Nadel gezogen. Der
Periduralkatheter wird in ahnlicher Weise "aufgespritzt", es erfolgt hier jedoch gegebenenfalls die
mehrfache Nachinjektion. Die anésthetische Wirkung setzt nach circa 15 bis 30 Minuten ein. Ein Vorteil
der Periduralanasthesie mittels Periduralkatheter ist die Mdoglichkeit der einfachen postoperativen
Andsthesie mittels Patient-controlled-anaesthesia (PCA), bei welcher der Patient die weitere

Anadsthetikaapplikation selbst steuern kann.

Die Kontraindikationen fur die Durchfiihrung der Periduralanasthesie bestehen im Wesentlichen aus
Storungen der Herz-Kreislauf-Funktion wie Schock oder manifester Herzinsuffizienz,
Blutgerinnungsstorungen, Sepsis, Erhthungen des Hirndrucks oder Erkrankungen des Rickenmarks

wie Syringomyelie.

Die wichtigsten Komplikationen der Periduralanésthesie erklaren sich aus den Folgen versehentlicher
subarachnoidaler oder intravasaler Lage der Nadel oder des Katheters, dadurch kann es zu einer
versehentlichen hohen oder totalen Spinalandsthesie mit Kreislaufdepression und Atemstillstand
beziehungsweise zu einer Intoxikation mit dem Lokalan&sthetikum kommen (Schulte am Esch J, 2002).
Daneben stellen u.a. die Entstehung eines periduralen Hamatoms bei Gerinnungsstérungen und
Verletzung einer Vene im Periduralraum sowie die Bildung eines Abzesses geféhrliche Komplikationen
dar, die zur Entwicklung einer Querschnittslahumg fuhren kénnen (Striebel HW, 2005).

2.2 Das abdominelle Aortenaneurysma

2.2.1 Definition und Epidemiologie

»Ein Aneurysma ist eine Erweiterung des GefaBquerschnitts um mindestens das 1,5fache des
benachbarten normalen GefdBlumens® (Hepp W, 2001). Im Falle der infrarenalen Aorta wird ein
Gefassdurchmesser von mehr als 30 mm als abdominelles (Bauch-)Aortenaneurysma (AAA bzw. BAA)
bezeichnet (Hirsch AT, 2005).

Die normale Weite der abdominellen Aorta ist von Alter, Kérperoberflache und Geschlecht abhéngig.
Risikofaktoren fur die Entwicklung eines BAA stellen u.a. méannliches Geschlecht, familidre Disposition
und Nikotinkonsum dar. Die Prévalenz betragt fir Mé&nner zwischen 45 und 54 Jahren 1,3% und fiir
Ménner zwischen 75 und 84 Jahren bis zu 12,5%. 95% aller Aortenaneurysmata sind infrarenal
lokalisiert, wobei davon bei 25% die Iliakalgefale mit betroffen sind. Beim sog. Morbus
aneurysmaticus, der in 5% bis 7% der Félle auftritt, bestehen Aneurysmata in verschiedenen Gefalien
(Espinola-Klein C, 2008).
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Die geféhrlichste Komplikation des BAA stellt die Ruptur dar. Himodynamisch gesehen kommt es dann
zu einer Ruptur, wenn die Kréfte innerhalb des Aneurysmas die der GefaBwand Ubersteigen, also bei
Zunahme des Aortendurchmessers und Erhdhung des Blutdrucks (Brown LC, 1999). Das jahrliche
Rupturrisiko betragt 0,3% fur BAA mit einem Durchmesser kleiner als 3,9 cm, 1,5% bei einem
Durchmesser zwischen 4 und 4,9 cm und 6,5% bei einem Durchmesser zwischen 5 und 5,9 cm (Nicholls
SC, 1998).

2.2.2 Symptomatik und Diagnostik

Ungefahr 45% der abdominellen Aortenaneurysmata werden in ihrem Verlauf symptomatisch, entweder
durch lokalen Druckschmerz, intermittierende Bauch- und Riickenschmerzen, pulsierende Sensationen
oder periphere Embolien. Bei bevorstehender bzw. eingetretener Ruptur nehmen diese Symptome
drastisch an Intensitét zu. Die Ruptur kann in den retroperitonealen Raum, in die freie Bauchhdhle und

selten in den Magen-Darm-Trakt oder in die VVena cava inferior erfolgen (Gollackner B, 2006).

Die klinische Untersuchung ist insbesondere bei adipdsen Patienten wenig sensitiv und eignet sich nicht
als Screeningverfahren (Espinola-Klein C, 2008). Die Sonografie hat eine 95%ige Sensitivitat und eine
fast 100%ige Spezifitat. Ein sonografisches Screening wird bei Patienten mit Risikofaktoren fir ein
abdominelles Aortenaneurysma empfohlen (Hirsch AT, 2005) und ist seit 2018 in Deutschland fiir
Manner ab 65 Jahren Bestandteil des Leistungskataloges der gesetzlichen Krankenkassen.

Bei der Erstdiagnose eines abdominellen Aortenaneurysmas sollte eine abdominelle
Computertomographie (CT) durchgefiihrt werden, die Aufschluss lber Risikofaktoren, ein erhdhtes

Rupturrisiko sowie tber Veranderungen benachbarter Organe gibt (Pfeiffer T, 2003).

2.2.3 Therapie

Das wichtigste Ziel bei der Behandlung von Patienten mit abdominellen Aortenaneurysmata ist das
Vermeiden einer Ruptur. Dies gelingt einerseits durch eine konsequente Primér- und
Sekundarpravention der relevanten Risikofaktoren, andererseits durch die praventive Ausschaltung des
Aneurysmas (Espinola-Klein C, 2008).

Die Indikationsstellung zur Ausschaltung eines abdominellen Aortenaneurysmas ist abhdngig vom
Durchmesser  des  Aneurysmas, der  Wachstumstendenz, einhergehend  damit  der
Rupturwahrscheinlichkeit,  dem  Operationsrisiko,  der  geschétzten Lebenserwartung,

Begleiterkrankungen und dem Patientenwunsch (Brewster DC, 2003).

Der Stellenwert der endovaskuldren Therapie des abdominellen Aortenaneurysmas wurde in den
vergangenen Jahren zum Teil kontrovers diskutiert. Geringerem Operationstrauma, hoéherem

Patientenkomfort und kurzerer stationdrer Behandlungsdauer standen Anfang des Jahrtausends unklare
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Langzeitergebnisse, die Notwendigkeit zu regelmafligen invasiven Nachuntersuchungen, die deutlich
haufiger erforderlichen Nachbehandlungen wie Interventionen zur Korrektur von Leckagen und
Thrombosen, die mit einem erhdhten Risiko verbundene Konversion zur offen-chirurgischen
Behandlung im Fall einer irreparablen Leckage und héhere Behandlungskosten im  Vergleich zum
offenen operativen VVorgehen entgegen (Pfeiffer T, 2003).

Im Zeitraum der Datenerhebung war die endovaskulare Therapie im Allgemeinen Patienten mit hohem
Operationsrisiko vorbehalten, den Goldstandard stellte die klassische offen-chirurgische Therapie dar.
Zwischenzeitlich hat sich jedoch die endovaskuldre Therapie - bei geeigneter Morphologie des
Aneurysmas - Uber das gesamte Patientengut als bevorzugte Alternative zur offenen Operation
etablieren kdnnen. In einem aktuellen systematischen Review zeigte sich bei endovaskuldrer Therapie
eine hohere Rate an Re-Interventionen, die allerdings meist kathetergestitzt und von geringer Mortalitat
begleitet waren, sowie eine etwas hthere Rate an pulmonalen Komplikationen bei offen-chirurgischer
Therapie (Paravastu SCV, 2014). Insgesamt zeigten sich &hnliche Mittel- und Langzeitergebnisse unter
beiden Therapieformen, so dass die Anwendung der endovaskuldren Therapie auch bei jungeren und
Nicht-Hochrisikopatienten gerechtfertigt zu sein scheint.

Das Prinzip der klassischen offen-chirurgischen Operation besteht in einer partiellen Resektion des
Aneurysmas mit prothetischem Ersatz der aortalen und gegebenenfalls der iliakalen Gefalstrecke tber
eine mediane Laparotomie oder einen retroperitonealen Zugang (Veit FH, 2001).

2.2.4 Komplikationen der offenen operativen Behandlung

Héufigste perioperative Komplikationen des offen-chirurgischen Verfahrens sind Myokardinfarkte
(6%), intestinale Ischamien (4%), Nachblutungen, periphere Ischamien (Embolien) und Ureterlasionen
(Veit FH, 2001). Die meisten Myokardinfarkte treten in den ersten beiden postoperativen Tagen auf und
sind eine héaufige Mortalitatsursache, deshalb sollten besonders Risikopatienten postoperativ
intensivmedizinisch lberwacht werden (Gollackner B, 2006). Typische, allerdings seltene
Spatkomplikationen  sind  proximale  Anastomosenaneurysmata, aortoduodenale  Fisteln,
Protheseninfekte und Prothesenschenkelverschliisse (Veit FH, 2001). Die perioperativen
Sterblichkeitsraten bei der elektiven offenen chirurgischen Behandlung des abdominellen

Aortenaneurysmas liegen zwischen 0,6 und 5,8% (Pfeiffer T, 2003).

2.3 Die intra- und postoperative Immunantwort

2.3.1 Zytokine als Marker der Immunantwort

Zytokine sind relativ kleine Proteine mit einem Molekulargewicht bis 50.000 Dalton. Sie werden von
fast jeder kernhaltigen Zelle produziert und kdnnen als zentrale Regulatoren der Immunabwehr
angesehen werden. Eine erhohte Freisetzung findet sich beispielsweise bei Infektionen, Entziindungen
und Traumata. Ein wichtiger Stimulus zur Induktion der Zytokinsynthese ist die erhéhte Konzentration

intrazellulérer reaktiver Sauerstoffspezies. Diese Erhohung findet sich unter anderem nach Stimulation
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durch extrazelluldre Reize wie beispielsweise im Rahmen eines Ischdmie-Reperfusion-Syndroms. Sie
kann auch intrazelluldren Ursprungs sein wie nach Rezeptorstimulation der Zelle durch
Lipopolysaccharide. Auch die im Rahmen gréfRerer Operationen und der notwendigen Andsthesie
eingesetzten Medikamente wie Antibiotika und Sedativa haben einen deutlichen Einfluss auf die
Zytokinkonzentrationen (Bauer M, 1998).

Im Allgemeinen werden Zytokine anhand ihrer Rolle im Rahmen von Entziindungsreaktionen in
proinflammatorisch und antiinflammatorisch eingeteilt, wobei erwahnt sei, dass einige Zytokine sowohl
pro- als auch antiinflammatorisch wirken kénnen. Es wird angenommen, dass proinflammatorischen
Zytokinen wie Tumornekrosefaktor-alpha und Interleukin-6 im Rahmen der postoperativen
proinflammatorischen Reaktion (SIRS) sowie der mdglicherweise assoziierten Entwicklung eines
Multiorganversagens eine besondere Bedeutung zukommt (Yao YM, 1998). Dagegen stehen
antiinflammatorische Mediatoren als Marker flir die Immunsuppression im postoperativen Verlauf. Die
Korrelation zwischen dem Ausma des operativen Traumas und der postoperativen
Zytokinausschiittung konnte bereits nachgewiesen werden. So zeigte sich beispielsweise eine
verminderte Ausschiittung sowohl pro- als auch anti-inflammatorischer Zytokine bei der
endovaskuléren Ausschaltung des abdominellen Aortenaneurysmas im Vergleich zur offenen
Operation. Als Ursache wurde das Ischdamie-Reperfusion-Syndrom bei der offenen Operation
identifiziert (Rowlands T, 2001).

Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-a)

Beim Tumornekrosefaktor handelt es sich um einen der friilhesten und potentesten proinflammatorischen
Mediatoren in der Kaskade der Zytokine. Es kann zwischen TNF-a und Tumornekrosefaktor-beta
unterschieden werden. TNF-a wird vor allem von Makrophagen, Monozyten und T-Lymphozyten
gebildet. Seine Synthese wird durch verschiedene Faktoren induziert. Hierzu gehéren unter anderem
Héamorrhagie, Hypoxie, Ischdmie, Endotoxine, Lipopolysaccharide, Interleukin-1 sowie Faktoren des
Komplementsystems (Okusawa S, 1988).

TNF-a ist hauptsachlich im Rahmen inflammatorischer Reaktionen beteiligt (Hildebrand F, 2005). Eine
Konzentrationserhohung fiihrt unter anderem durch die Erhéhung von Korpertemperatur im Sinne von
Fieber, der Herzfrequenz und des Herz-Zeit-Volumens zu den klassischen klinischen Merkmalen einer
systemischen Entziindung; daneben werden unter anderem Akute-Phase-Reaktion und endokrine Stress-
antwort induziert (Bauer M, 1998).

Interleukin-6 (IL-6)

IL-6 wird vor allem von T- und B-Lymphozyten, Monozyten sowie von Endothelzellen gebildet. Es

zeigt im Vergleich zum TNF-a einen spéteren posttraumatischen Konzentrationsanstieg und hat eine
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deutlich langere Halbwertszeit, was es zu einem gut geeigneten Verlaufsparameter der
Entzlindungsaktivitat macht.

Die Induktion der IL-6-Synthese erfolgt vor allem durch Lipopolysaccharide, Interleukin-1p und
TNF-a.

IL-6 induziert die Proliferation von B-Lymphozyten und die damit assoziierte Erhéhung der Synthese
von Immunglobulinen. Daneben fuhrt es zu einer verstarkten T-Lymphozyten-Proliferation, einer
vermehrten Differenzierung zytotoxischer T-Zellen und einer erhohten Aktivitat der natrlichen
Killerzellen (Hildebrand F, 2005). Ebenso wurde beschrieben, dass IL-6 die Apoptose von neutrophilen
Granulozyten verzdgert und somit deren potenziell schadigende Effekte auf das Gewebe verlangern
kann. IL-6 induziert in der Leber die Synthese verschiedener weiterer Mediatoren wie Fibrinogen, alpha-
1-Antitrypsin, C-reaktives Protein und Komplementfaktoren (Lin E, 2000). In tierexperimentellen
Studien konnte nachgewiesen werden, dass IL-6 einen der wesentlichsten Mediatoren im Rahmen der
pathophysiologischen Vorgéange bei Trauma und Sepsis darstellt und hohe Plasmaspiegel mit einem
schlechten Outcome assoziiert sind. Allerdings scheinen immerhin niedrige Plasmaspiegel fir eine
suffiziente Immunantwort nétig zu sein (Leon LR, 2002).

IL-6 wird jedoch auch ein antiinflammatorischer Effekt zugeschrieben, da gezeigt werden konnte, dass
IL-6 die Synthese der proinflammatorischen Zytokine TNF-a und Interleukin-1 reduziert sowie die
Freisetzung  antiinflammatorischer =~ Mediatoren, z.B.  Glukokortikoiden  und  Idslicher
Tumornekrosefaktor-Rezeptoren, erhoht (Opal SM, 2000).

Interleukin-10 (IL-10)

IL-10 wird von B-Lymphozyten, Monozyten und Makrophagen, vor allem aber von T-Lymphozyten
produziert und interagiert mit dem zellularen Rezeptor Interleukin-10R.

Die Synthese kann é&hnlich wie bei IL-6 durch Interleukin-1, TNF-a, Endotoxine, Viren und
Lipopolysaccharide induziert werden (van der Poll T, 1994).

IL-10 inhibiert die Synthese von proinflammatorischen Zytokinen wie TNF-a, Interleukin-1, 1L-6 und
Interleukin-8. Es induziert die systemische Freisetzung von Tumornekrosefaktor-Rezeptoren von der
Zelloberflache und limitiert damit dessen Wirkung (Opal SM, 2000). Daneben fihrt IL-10 zu einer
Verminderung der systemischen IL-6-Konzentration und hat damit einen signifikanten Einfluss auf die
Korpertemperatur (Leon LR, 2002). Tierexperimentell konnte gezeigt werden, dass die Induktion der
IL-10-Transkription die systemische Immunantwort abschwécht und die Mortalitatsrate bei septischer
Peritonitis reduziert (\Van der Poll T, 1995).

2.3.2 Die Zytokinantwort nach Stimulation mit Lipopolysacchariden als MaR der
Immunkompetenz

Lipopolysaccharide (LPS) sind Bestandteile der duBeren Zellmembran Gram-negativer Bakterien,

beispielsweise Escherischia coli, Pseudomonas aeruginosa und Neisseria meningitidis, und gelten,
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obgleich Unterschiede zwischen den Lipopolysacchariden der verschiedenen Bakterienstdmme
beschrieben wurden, als starkster Stimulus des unspezifischen Immunsystems. Sie entfalten nach
Kopplung an 16sliche sogenannte Lipopolysaccharid-bindende Proteine (LBP) und an membranstéandige
CD-14-Rezeptoren, welche unter anderem von Makrophagen, Monozyten und neutrophilen
Granulozyten exprimiert werden, sowie im Weiteren nach Bindung an sogenannte Toll-like-Rezeptoren
eine Induktion einer intrazelluldren Signalkaskade bei Zellen des unspezifischen Immunsystems
(Alexander C, 2001).

Die nach in-vitro-Stimulation mit Lipopolysacchariden bestimmten Zytokinkonzentrationen lassen sich
als Mall der Immunkompetenz im Sinne der Fahigkeit zur Reaktion auf eine Gram-negative

Endotoxinamie verstehen und haben sich daher in der klinischen Forschung etabliert.

2.3.3 Das operative Trauma als Stimulus flr die Zytokinantwort

Jedes chirurgische Trauma setzt komplexe zelluldre und azelluldare Mechanismen in Gang. Die
postoperative Immunantwort verlauft prinzipiell in zwei Phasen. Initial kommt es zu einer Aktivierung
von Komponenten des unspezifischen Immunsystems, wobei neben der Aktivierung der
Komplementkaskade insbesondere neutrophilen Granulozyten und Makrophagen eine wichtige Rolle
im Rahmen der Aktivierung der Immunantwort zugeschrieben werden. Durch Phagozytose von
Zellbestandteilen und Erregern kommt es zur Antigenprasentation und zur Expression von Zytokinen
als lokale Entzindungsmediatoren (Bauer M, 1998). Diese erste und lokale Immunantwort ist fir die
Reparatur des Gewebsschadens und die Optimierung der lokalen Immunabwehr unerlésslich.

Bei ausreichend groRem Trauma, insbesondere bei gréReren Operationen (major surgery) kann es
jedoch in einer zweiten Phase zu einer inadaquaten, also Uberschiefenden und unkontrollierten,
Zytokinausschiittung sowie zu einer systemischen Aktivierung des unspezifischen zellularen
Immunsystems kommen. Dieses systemic-inflammatory-response-syndrome (SIRS) kann zu Stérungen
der Kreislauffunktion, der endothelialen Funktion, der Barrierefunktion der Darmmukosa sowie zur
Aktivierung verschiedener Kaskaden der Blutgerinnung und zur Produktion von freien Radikalen
flhren. In diesem Zustand blit das Immunsystem die Fahigkeit zur angemessenen Reaktion auf externe
Stimuli wie beispielsweise bakterielle Toxine teilweise ein. Die Entwicklung eines postoperativen SIRS
ist daher mit einem erhdhten Risiko fir Infektionen (Sepsis) sowie mdglichem Multiorganversagen
(MOV) assoziiert (Ziegenfu® T, 1999).

Allerdings zeigen sich bereits in der ersten Phase Zeichen einer eingeschréankten Immunantwort durch
eine kompensatorische Induktion antiinflammatorischer Zytokine wie IL-10 oder Transforming-growth-
factor-1-beta, dem compensatory antiinflammatory-response-syndrome (CARS), das sogar zur
Immunparalyse fihren kann. Hyperinflammation und Immunsuppression nach einem chirurgischen

Trauma missen daher stets zusammen gesehen werden, mixed-antagonistic-response-syndrome
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(MARS), wobei zuweilen die proinflammatorische oder die antiinflammatorische Immunantwort
uberwiegen kann (Bauer M, 1998; Menger MD, 2004). Ein Uberwiegen der antiinflammatorischen
Immunantwort kann dabei durch Nachweis der Hemmung der stimulierbaren Zytokinantwort trotz
erhaltener spontaner Zytokinausschittung im Rahmen des operativen Traumas objektiviert werden
(Kleinschmidt S, 1998). Dabei wurde eine negative Korrelation der perioperativen Hemmung der TNF-

a-Stimulierbarkeit mit dem postoperativen Outcome beschrieben (Ziegenful? T, 1999).

2.3.4 Der Einfluss der Anésthesie auf die Immunantwort

Der offene elektive Ersatz der abdominellen Aorta wurde im Vergleich zur einfachen Herniotomie
bereits als ausreichender Stimulus zur Entwicklung eines systemic-inflammatory-response-syndrome
beschrieben (Ziegenful? T, 1999). Dafir sind wie erwahnt neben dem eigentlichen operativen Trauma
auch die vorubergehende Ischamie und die Reperfusion der unteren Extremitaten durch das Abklemmen
der Aorta sowie die andsthesiologischen Mallnahmen verantwortlich. Schmerzen und Angst,
beispielsweise im Rahmen einer insuffizienten Andasthesie, fihren zu einer Aktivierung des
Sympathikus, die sich in einer Erhéhung von Blutdruck, Herzfrequenz und GefaRwiderstand bemerkbar
macht und das Risiko einer Minderdurchblutung des Myokards und weiterer Organe erhoht. Parallel
kann eine sogenannte neurohumorale Stressantwort ausgeldst werden. Darunter versteht man die
Induktion vasokonstriktiver und antidiuretischer Hormone, wie anti-diuretisches Hormon (ADH) und
Aldosteron, von Katecholaminen und von Steroidhormonen, was zur Retention von Natrium und
Wasser, zu Hyperglykdmie, zum Proteinkatabolismus und zur Aktivierung von Gluconeogenese und
Lipolyse fihrt (Huck S, 2010). Daraus ergibt sich die Notwendigkeit einer suffizienten Ané&sthesie,

insbesondere bei groBen traumatischen Eingriffen wie dem offenen Ersatz der Aorta abdominalis.

Die verwendeten Anasthetika, und darunter insbesondere die systemisch wirkenden Anésthetika im
Rahmen der Allgemeinandsthesie, haben jedoch, neben relevanten Begleiteffekten wie Blutdruckabfall,
auch direkten und meist inhibitorischen Einfluss auf das unspezifische Immunsystem (Bauer M, 1998).
Die Wirkung der verschiedenen Substanzen unterscheidet sich dabei erheblich. Einerseits besteht eine,
im Rahmen einer Sedierung gewinschte und bei vielen Anasthetika beziglich des Wirkmechanismus
ungeklarte, Wirkung der Anasthetika auf das zentrale Nervensystem und damit auch auf das mit ihm
beeinflusste unspezifische Immunsystem. Daneben Uben Anasthetika einen direkten Einfluss auf die
Nebennierenrindenfunktion aus, so wird beispielsweise die ACTH-vermittelte Kortisolsynthese durch
Etomidat fir mehrere Stunden gehemmt (Kenyon CJ, 1984). Andererseits zeigen Anésthetika eine
direkte Wirkung auf die Effektorzellen des unspezifischen Immunsystems, so inhibieren beispielsweise
Opioide die Chemotaxis der Phagozyten, der Abbau von Fremdmaterial durch Phagozyten wird durch
Propofol oder Barbiturate gehemmt. Auch ein Einfluss der Andsthetika auf die Zytokinexpression durch

Beeinflussung des Monozyten-/Makrophagensystems konnte gezeigt werden.
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In isolierten Monozytenkulturen fuhrte der Zusatz von Propofol, Thiopental und Ketamin zu einer
gesteigerten Synthese von TNF-a, Ketamin flhrt dartiber hinaus zu einer gesteigerten 1L-6-Synthese
(Rossano F, 1992). Dagegen konnte in vergleichbaren in-vitro-Kulturen mit humanen Vollblutansatzen
keine spontane Ausschittung von TNF-o, IL-6 oder IL-10 nach Zusatz von Thiopental, Etomidat,
Propofol, Ketamin, Midazolam oder Fentanyl nachgewiesen werden (Larsen B, 1998), es zeigte sich

jedoch ein Effekt dieser Anasthetika auf die Stimulierbarkeit mit Lipopolysacchariden (Bauer M, 1998).

2.4 Fragestellung

Bekannt ist, dass die intra- und postoperative Immunantwort bei einem offenen Ersatz der Aorta
abdominalis maRgeblich durch chirurgisches Trauma, Ischdmie und Reperfusion sowie die
Allgemeinanasthesie beeinflusst wird. Die Verwendung der Periduralanasthesie fuhrt zu einer
verbesserten Analgesie sowie zu einer verminderten Stressantwort im Rahmen der Reperfusion.

Inhalt der Arbeit war die Uberpriifung der Hypothese, dass durch Verwendung der Periduralanasthesie
beim elektiven infrarenalen Aortenersatz dariiber hinaus eine signifikante Verbesserung der
perioperativen Immunkompetenz, vertreten durch eine verbesserte Stimulierbarkeit der Ausschttung

der drei Zytokine IL-6, IL-10 und TNF-a mit Lipopolysacchariden, erreicht werden kann.
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3 Material und Methoden

3.1 Das Patientenkollektiv

Nach Genehmigung der Studie durch die Ethikkommission der Arztekammer des Saarlandes und der
jeweiligen Einverstandniserklarung durch den Patienten wurden 21 ménnliche Patienten eingeschlossen,
die sich an der Klinik fiir Allgemein-, Viszeral-, GefaR- und Kinderchirurgie des Universitatsklinikums
des Saarlandes einer offenen Operation eines infrarenalen Bauchaortenaneurysmas unterzogen. Den
Vorerkrankungen und Kontraindikationen sowie dem geplanten Ersatz (mdglichst gleichmaRige
Verteilung der Patienten mit Y- oder Rohrprothese auf beide Gruppen) geschuldet ergab sich die
Zuteilung der Patienten auf die Gruppen mit oder ohne Periduralanésthesie. Dabei wurden zehn
Patienten praoperativ mit einem Periduralkatheter versorgt, elf Patienten wurden ohne einen solchen
behandelt. Die Studie wurde als Pilotstudie mit geringer Probandenzahl konzipiert, um in einem
vertretbaren Zeitraum die Datenerhebung abschlieRen zu kénnen.
Einschlusskriterien waren:

¢ Infrarenales Aortenaneurysma

e Alter Uber 18 Jahre

o Elektive Operation

e Einsichtsfahigkeit der Patienten
Ausschlusskriterien waren:

e Fehlendes Patienteneinverstandnis

e Immunsuppressive Medikation

e Einbeziehung der Nierenarterien in das Aortenaneurysma

3.2 Préaoperative Untersuchungen
Entsprechend den Standards der Klinik fur Allgemein-, Viszeral-, GefaR- und Kinderchirurgie des

Universitatsklinikums des Saarlandes wurden die Patienten in Hinsicht auf Komorbiditaten préoperativ
umfangreich untersucht.
Neben Anamnese, klinischer Untersuchung und chirurgischer Risiko- und Sicherungsaufklarung wurde
standardmé&Rig eine Lungenfunktionsprifung und gegebenenfalls eine Optimierung der Therapie einer
obstruktiven Lungenerkrankung sowie eine konsiliarische kardiologische Untersuchung in der Klinik
fir Kardiologie, Angiologie und internistische Intensivmedizin des Universitatsklinikums des
Saarlandes durchgefiihrt. Duplexsonografisch wurde eine relevante Stenose der hirnversorgenden
Avrterien ausgeschlossen.
Préoperativ wurden anhand der Anamnese und der Untersuchungsergebnisse dokumentiert:

o Alter

e Gewicht, Korpergrolie, body mass index (BMI [kg/m?])
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o Vorliegen einer chronisch-obstruktiven Lungenerkrankung (COPD)
o Forcierte expiratorische Vitalkapazitat (FEV1 [I/s; %])

e Vorliegen einer koronaren Herzkrankheit (KHK)

e Vorliegen einer zentralen arteriellen Verschlusskrankheit (cCAVK)

o Vorliegen einer peripheren arteriellen Verschlusskrankheit (pAVK)
e Vorliegen abdomineller VVoroperationen

e Vorliegen sonstiger Begleiterkrankungen

e Art der geplanten Prothese (Rohr- oder Y-Prothese)

3.3 Standardisiertes anasthesiologisches Management

3.3.1 Perioperative Versorgung des Patienten
Als Pramedikation erhielten die Patienten jeweils am Abend des praoperativen Tages und am Morgen
des Operationstages 10 mg Diazepam per o0s. In der Gruppe mit Periduralanésthesie wurde den Patienten
vor der Narkoseeinleitung der thorakale Periduralkatheter gelegt. Die Punktion erfolgte dabei in den
thorakalen Segmenten zwischen BWK 7 und BWK 11. Der Katheter wurde unmittelbar nach der Anlage
mit 30 pg bis 50 pg Sufentanil und 10 mg bis 25 mg Bupivacain 0,25% aufgespritzt. Nach Anlage eines
peripher-vendsen Zugangs erfolgte die Narkoseeinleitung mit 2 mg pro kg Kérpergewicht Propofol, 1,5
ug pro kg Korpergewicht Fentanyl und 0,6 mg pro kg Kérpergewicht Atracurium. Danach erfolgten die
endotracheale Intubation, die Anlage eines arteriellen Zugangs sowie die Anlage eines zentralventsen
Katheters. Zur Aspirationsprohylaxe wurde eine Magensonde gelegt.
Durch intermittierende Gabe von Atracurium und kontinuierliche Verabreichung von Remifentanil und
Desfluran wurde die Narkose als balancierte Andsthesie fortgefuhrt.
Intraoperativ wurden kontinuierlich folgende Parameter gemessen und aufgezeichnet:

e Hamodynamisches Monitoring: Arterieller Blutdruck, zentraler Venendruck, Herzfrequenz,

Bluttemperatur

¢ Blutgasanalyse: Arterielle Sauerstoffsattigung, Hamoglobinkonzentration und Hamatokritwert

e Pulsoxymetrische Sauerstoffsattigung

e Expiratorische Kohlenstoffdioxidkonzentration und Konzentration des Inhalationsnarkotikums

e Urinausscheidung
Als Volumenersatz wurden 8 ml bis 10 ml pro kg Kérpergewicht pro Stunde kolloidale und kristalloide
Losungen verabreicht. Bei Auftreten von Transfusionstriggern wurden Erythrozytenkonzentrate
transfundiert. Um den allogenen Transfusionsbedarf zu vermindern, wurde die Cellsaver-Methode
verwendet. Dabei wurde je nach Mdglichkeit und Notwendigkeit das im Operationsgebiet abgesaugte

Blut und Gewebswasser aufbereitet und das anfallende autologe Erythrozytenkonzentrat retransfundiert.
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3.3.2 Postoperative Versorgung der Patienten

Nach Beendigung der Operation wurden die Patienten im Operationssaal extubiert und zur weiteren
Uberwachung und Therapie auf die Intensivstation verlegt. Die Periduralanisthesie wurde
kontinuierlich fortgesetzt und mit Metamizol ergénzt. Die Patienten ohne Periduralanasthesie erhielten
neben oraler und intravendser Metamizolgabe intravends Piritramid als patient controlled analgesia
(PCA).

Im weiteren Verlauf wurden folgende Parameter dokumentiert:

e Pulmonale Komplikationen (insbesondere Pneumonien)

sonstige Komplikationen (z.B. Nierenversagen, Myokardinfarkt)
o Dauer bis zum Einsetzen der Darmpassage

e Verweildauer auf der Intensivstation

e Notwendigkeit einer Re-Operation

o Verweildauer in der Klinik bis zur Entlassung

e Tod

3.3.3 Routinelaboruntersuchungen

RoutineméRig wurden zwischen dem ersten préoperativen und dem flinften postoperativen Tag
Laboruntersuchungen durchgefuhrt und dabei die in Tabelle 1 aufgefiihrten Werte dokumentiert. Einen
Uberblick tiber die Zeitpunkte der Blutentnahmen gibt Tabelle 2.

Tabelle 1: Ubersicht der Routinelaborparameter

Kreatinin [mg/dl]

Harnstoff [mg/dl]

Kreatinkinase [U/I]
Alanin-Aminotransferase (ALAT) [U/1]
Aspartat-Aminotransferase (ASAT) [U/I]
Klinische Chemie | gamma-Glutamyl-Transferase (y-GT) [U/1]
Lipase [U/l]

Alkalische Phosphatase (AP) [U/I]
Gesamtbilirubin [mg/dI]
Laktatdehydrogenase (LDH) [U/1]
C-reaktives Protein (CRP) [mg/dI]

Hamoglobin [g/dl]
Hé&matokrit [%]
Leukozyten [10¥1]
Thrombozyten [10%1]

INR-Wert, Quick-Wert [%]
Hamostasiologie | Fibrinogen [mg/dl]
Antithrombin 111 [%]

Hé&matologie
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Tabelle 2: Zeitpunkte der Blutentnahmen der Routinelaborparameter

Messung Zeitpunkt

L, 24 h praoperativ

L> Intraoperative Messung
Ls 8 h postoperativ

La 24 h postoperativ

Ls 48 h postoperativ

Le 72 h postoperativ

L7 96 h postoperativ

3.4 Standardisiertes chirurgisches Vorgehen
Als Antibiotikaprophylaxe erhielten alle Patienten Ampicillin und Sulbactam (Unacid®). Der

chirurgische Zugang erfolgte tber eine mediane Laparotomie. Nach Exploration der Bauchhohle und
Eréffnung des Retroperitoneums wurde die Aorta abdominalis von den Abgédngen der Aa. renales bis
zur Aortenbifurkation beziehungsweise bis zu den Aa. iliacae dargestellt. Nach intravendser Gabe von
5.000 IE Heparin wurde die Aorta proximal und distal des Aneurysmas geklemmt. Zusatzlich erfolgte
ein Klemmen der A. mesenterica inferior. Nach Ldngsinzision der Aorta, Ausrdumen von
Thrombusresten und Umstechung ruckblutender Lumbalarterien wurde die Prothesenimplantation
durchgefuhrt. War das Aneurysma lediglich auf die Aorta proximal der Aortenbifurkation beschrénkt,
wurde eine Rohrprothese verwendet. Betraf das Aneurysma auch eine oder beide Aa. iliacae communes,
bestand die Indikation zur Implantation einer bi-iliacalen Prothese (Y- Prothese). Die Prothese wurde
proximal und distal fortlaufend mit der Gefalwand anastomosiert. Die verbliebene aneurysmatische
GefaBwand wurde Uber der Prothese adaptiert und das Retroperitoneum mit einer fortlaufenden Naht

verschlossen. Nach Spiilung der Bauchhohle wurde die Bauchdecke schichtweise verschlossen.

Postoperativ wurden dokumentiert:
e Art der verwendeten Prothese (Rohr- oder Y-Prothese)
e Zeit zwischen Aortenclamping und -declamping (Klemmazeit)
e Operationsdauer zwischen Hautschnitt und Hautnaht
e Intraoperativer Blutverlust
e Anzahl der transfundierten Erythrozyten-, Thrombozyten- und fresh frozen plasma-
Konzentrate

o Intraoperative Katecholaminpflichtigkeit

3.5 Protokoll der Blutentnahmen
Pré-, intra- und postoperativ wurden Zytokinkonzentrationen im vendsen Patientenserum mit und ohne

Stimulation in Vollblutansétzen gemessen.

-15-



Material und Methoden

3.5.1 Zeitpunkte der Blutentnahme

Den Patienten wurde vor Beginn der Narkoseinleitung (V1), nach Narkoseeinleitung und Aufspritzen
des Periduralkatheters, aber vor dem Hautschnitt (V>), flinf Minuten nach dem Klemmen der Aorta
abdominalis proximal des Aneurysmas (Clamping, Vs), finf Minuten nach dem Offnen der Klemme
(Declamping, V4), unmittelbar am Operationsende nach Beendigung der Hautnaht (Vs), acht Stunden
postoperativ (Vs), 24 Stunden postoperativ (V7), 48 Stunden postoperativ (Vs) und 96 Stunden
postoperativ (Vy) Blut entnommen.

Einen Uberblick iber die Zeitpunkte der Manahmen gibt Tabelle 3.

3.5.2 Entnahmestellen und VVolumen des entnommenen Blutes

Das peripher-vendse Blut wurde aus einer Cubitalvene enthommen, das zentralvendse Blut aus dem
liegenden zentralvendsen Katheter. Die Entnahme erfolgte mit Hilfe von Lithium-Heparin-Monovetten.
Zu den Zeitpunkten V1 und Vg wurden je 20 ml periphervendses Blut, zu den Zeitpunkten V2, V3, Vs,
V7 und Ve wurden je 10 ml zentralvendses Blut und zu den Zeitpunkten V4 und Ve je 20 ml
zentralvendses Blut entnommen. Die htheren Volumina zu den Zeitpunkten Vi, V4, Ve und Vo erklaren
sich durch den erhohten Vollblutbedarf fur die Stimulationsansatze.

Tabelle 3: Zeitpunkte und Volumen der Blutentnahmen zur Zytokinbestimmung

Messung Zeitpunkt Zentralvendse Blutentnahme | Periphervendse Blutentnahme
V1 Vor Narkoseeinleitung - 20 ml
V> Vor Hautschnitt 10 ml -
Vs 5 min nach Aortenclamping 10 ml -
V4 5 mi_n nach_DecIamping des 20 ml -
zweiten Beines

Vs Nach Hautnaht 10 ml -
Vs 8 h postoperativ 20 ml -
\Z/ 24 h postoperativ 10 ml -
Vs 48 h postoperativ 10 ml -
Vo 96 h postoperativ - 20 ml

3.5.3 Verarbeitung des gewonnenen Blutes

10 ml des zu den Zeitpunkten V1, Va4, Vs und Vg entnommenen Blutes wurden zur weiteren Verarbeitung
als Vollblutansatz benutzt. Das restliche Blut (je 10 ml pro Entnahmezeitpunkt) wurde in der
Entnahmemonovette je 10 min lang bei 4°C und 4000 Umdrehungen zentrifugiert, um den Serumanteil
des Blutes von den restlichen Blutbestandteilen zu trennen. Je 1 ml des gewonnenen Serums wurde auf

drei Eppendorff-ZentrifugationsgefaRe verteilt und bei -70°C bis zur weiteren Verarbeitung eingefroren.
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Entnahme von 10 ml Blut
(Zeitpunkte Va, V3, Vs, V7, Vs)

Y

10 ml zur Zytokinbestimmung im
unstimulierten Serum

Y

Zentrifugation (10 min, 4°C, 4000 min+)

v

Abpipettieren von 3 ml Serumuiberstand,
tieffrieren bei -70°C

 —

Auftauen, Verdld nnen eines Teils der
Serumproben

.

Verwendung von 50 pl derProben zur
Zytokinmessung

Abbildung 1: Schema zur Verarbeitung der Blutproben
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Entnahme von 20 ml Blut
(Zeitpunkte V,, V,, V, V;)

10 ml zur Zytokinbestimmung im
stimulierten Vollblutansatz

l

Verdlnnung von 2 ml des Vollblutes mit
dem Zellkulturmedium RMP11640 im
Verhaltnis 1:4

l

Gleichmaldige Verteilung in 4 Schachte
einer Wellsplatte

}

Stimulation von 2 Proben mit 2,5 ul
Lipopolysaccharid nach einer Stunde

!

24 Stunden Inkubation (37°C, 5% CO,)

!

Abpipettieren der Serumiberstande,
Zentrifugieren (10 min, 4°C, 4000 min™)
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Das fur den Vollblutansatz gewonnene Blut wurde unmittelbar weiterverarbeitet. Dabei wurden jeweils
2 ml des Vollblutes mit dem Zellkulturmedium RMPI 1640 (Gibco/Life Technologies, Paisly,
Grof3britannien) im Verhaltnis 1:4 in sterilen Plastikzentrifugenrohrchen mit 15 ml Fassungsvermogen
verdunnt, so dass man pro Zeitpunkt 10 ml der verdinnten Vollblutsuspension erhielt. Diese Suspension
wurde gleichermafen in vier Reaktionsschédchte einer Wellplatte pipettiert. Zwei Vollblutansatze lied
man spontan inkubieren, die beiden anderen wurden nach einer Stunde mit 2,5 pl Lipopolysaccharid
(LPS, Escharischia coli 0111:B4; Sigma Inc, St. Louis, USA) stimuliert. Nach insgesamt 24 Stunden
Inkubationszeit im Brutschrank in angefeuchteter Atmosphare (37°C, 5% CO2) wurden die
Serumuberstande aller 4 Stimulationsproben pro Zeitpunkt in sterile ReaktionsgefalRe abpipettiert und
10 min bei 4 °C und 4000 U/min zentrifugiert. Der gewonnene Uberstand wurde erneut in Eppendorff-

Zentrifugationsrohrchen pipettiert und bei -70°C bis zur weiteren Verarbeitung eingefroren.

3.6 Standardisiertes Verfahren zur Zytokinmessung
In dem gewonnenen und tiefgefrorenen Serum wurden in analogen Verfahren die Serumspiegel der

Zytokine IL-6, IL-10 und TNF-a durch Enzym-gekoppelte immunologische Tests (ELISA) gemessen.
Die Messungen erfolgten mit kommerziell erweblichen ELISA-Kits (Biosource Europe S.A./Medgenix,
Fleurus, Belgien). Es wurde dabei nach den Vorgaben des Herstellers verfahren. Die in den
Serumproben geltsten Zytokinmolekile reagierten mit einem monoklonalen Zytokin-spezifischen
Antikorper, der auf der Oberflache von Mikrotiterplatten geschichtet war, und einem zweiten, mit
Meerrettich-Peroxidase kombinierten monoklonalen Antikorper, so dass sich nach einer Inkubationszeit
ein stabiler Komplex aus dem an der Mikrotiterplatte fixierten Antikorper, dem Zytokin und dem
zweiten Antikorper bilden konnte. Nach Reinigung der Reaktionsgefde von ungebundenen
Antikdrpern und nach Zugabe von chromogener Substratldsung, welche durch die Meerrettich-
Peroxidase verstoffwechselt wurde, wurde bei entsprechender Wellenldnge das jeweilige System
photometrisch gelesen. Dabei war die Absorption proportional zum Umsatz der chromogenen
Substratlésung und damit proportional zur Zytokinkonzentration. Durch Interpolation der gemessenen

Absorptionen auf eine Standard-Absorptionskurve konnte die Zytokinkonzentration berechnet werden.
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chromogenes
Meerrettichperoxidase Substrat

Verstoffwechselung
Zytokin-spezifische des Substrates
Antikérper

Zytokin

Mikrotiterplatte

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Zytokinmessung mittels ELISA

Vorbereitung der Messungen

In einem ersten Schritt wurden Mikrotiterplatten mit 96 Mikrotitergefalien pro Platte fiir die Messungen
vorbereitet. Dazu wurde eine Beschichtungslésung aus 6 ml einer vorgefertigten Carbonat-Puffer-
Losung (pH = 5,5) und 24 pl der Zytokin-spezifischen capture-Antikorper-Losung aus dem jeweiligen
ELISA-Kit hergestellt. In 94 der 96 Offnungen der Mikrotiterplatten wurden dann jeweils 50 pl der
Beschichtungsldsung pipettiert, die Mikrotiterplatte abgedichtet und 12 Stunden bei 4 °C inkubiert.
Zwei der 96 Offnungen dienten zur spateren Referenzmessung und wurden in diesem Schritt nicht

bearbeitet.

Herstellung der Standardreihen

Die Standardreihen wurden durch Verdinnung von je sieben vorgegebenen Dosierungen der
Standardldsungen mit Standard-Diluent-Puffer, beide jeweils aus dem jeweiligen ELISA-Kit, auf 1 ml
hergestellt. Daneben wurde eine Referenzldsung aus 1 ml Standard-Diluent-Puffer ohne Zusatz der

Standardldsung verwendet. Die Dosierungen sind Tabelle 4 zu entnehmen.

-19-



Material und Methoden

Tabelle 4: Dosierungen der Standardlésungen zur Herstellung der Standardreihen, Angaben in pl

Reihennummer 1 2 3] 4 5 6 7
IL-6- 300 150 75 37,5 18,8 9,4 4,7
Standardldsung

IL-10- 500 250 125 62,5 31,3 15,6 7,8
Standardldsung

TNF-o- 1000 500 250 125 62,5 31,3 15,6
Standardldsung

Verdlnnung der Serumproben

Um die Zytokinkonzentrationen der Messreihen im Serum im messbaren Bereich zu halten, war die
Verdunnung eines Teiles der Serumproben nétig. Alle stimulierten Proben wurden zur IL-6-Messung
im Verhéltnis 1:100 und zur TNF-a-Messung im Verhéltnis 1:10 mit Standard-Diluent-Puffer verdiinnt.
Fur die 1L-10-Messung war keine Verdiinnung erforderlich.

Vorbereitung der Mikrotiterplatten

Durch Mischen von 100 ml PBS (Phosphate Buffered Saline w/o Sodium Bicarbonate; Sigma Chemical
Co, St. Louis, USA) mit 900 ml destilliertem Wasser und 0,2 ml TWEEN® (Polyoxyethylen-(20)-
sorbitanmonolaurat, Calbiochem, Darmstadt) wurde eine Waschpufferlosung hergestellt. Damit wurden
die Mikrotiterplatten dreimal ausgewaschen, bevor noch freie Bindungstellen der Mikrotiterplatte durch
Inkubation aller Offnungen mit 200 pl Standard-Diluent-Puffer fiir eine Stunde geblockt wurden.
Danach wurden die Offnungen der Mikrotiterplatten erneut dreimalig mit der Waschpufferlosung

ausgewaschen.

Photodensitometrische Zytokinmessungen

Nach einem festen Schema wurden in die 94 Offnungen, die zuvor mit der Beschichtungslosung
behandelt worden waren, je 50 pl der Lésungen der Standardreihe und der Serumproben bzw. der
verdiinnten Proben pipettiert. Nach zwei Stunden Inkubationszeit wurden die Offnungen der
Mikrotiterplatten sechsmal mit der zuvor hergestellten Waschpufferldsung ausgewaschen. In diese
Offnungen wurden je 50 pl des Antikorper-Enzym-Komplexes in Form einer Lésung aus 6 ml Standard-
Diluent-Puffer mit je 24 pl spezifischer Antikorperldsung und horseraddish peroxidase-Reagenz (HPR)
aus dem ELISA-Kit pipettiert. Nach einer Stunde wurden die Platten erneut sechsmal mit Waschpuffer
ausgewaschen. Dann wurden je 100 pl chromogenes Substrat (3,3',5,5'-tetramethylbenzidine, TMB) aus
dem ELISA-Kit in die Offnungen aufgetragen, die ReaktionsgefaRe verdunkelt und die Reaktion nach
12 Minuten bei der IL-6- und 1L-10-Messung und nach 10 Minuten bei der TNF-a-Messung durch
Hinzugabe von jeweils 50 pl waéssriger Schwefelsdure (H.SO., 0,5 M) abgestoppt. Durch

photodensitometrische Messung der Absorption bei Wellenldngen von 450 nm und 490 nm mittels eines
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Medgenix EASIA® Photometers mit EASIA® Reader Messprogramm (Biosource Europe S.A.,
Fleurus, Belgien) konnte der Umsatz der Substratlésung in jedem Reaktionsgefal? ermittelt werden.
Daraus errechnete das EASIA® Reader Messprogramm durch Interpolation der Messwerte auf die
Standardkurve automatisch die Zytokinkonzentration. Bei verdiinnten Proben wurde im Anschluss die

Verdlnnung eingerechnet.

3.7 Statistische Auswertung
Alle ermittelten Daten wurden digitalisiert in einer Microsoft® Access-Datenbank dokumentiert.

Qualitative Merkmale werden mit absoluten und relativen Haufigkeiten dargestellt. Fur quantitative
Merkmale wurden Mittelwerte und Standardabweichungen berechnet.

Beim statistischen Vergleich zweier Subgruppen bezuglich eines Alternativmerkmals, beispielsweise
der Gruppen mit und ohne Periduralanasthesie, wurde der Chi?-Vierfeldertest oder, falls dessen
Voraussetzungen nicht erfullt waren, Fisher's exact test verwendet. Zum Vergleich zweier Mittelwerte
wurde der t-Test fiir zwei unabhéngige Stichproben verwendet, falls die Daten annédhernd normalverteilt
waren. Bei schief verteilten Daten kam stattdessen der U-Test von Mann-Whitney zum Einsatz. Zum
Vergleich eines quantitativen Merkmals tiber mehrere Zeitpunkte und zur Prifung, ob dieser Verlauf in
zwei Subgruppen unterschiedlich ist, wurde eine Varianzanalyse fiir verbundene Messwerte und einem
Gruppierungsfaktor angewandt.

Als statistisch signifikant wurde ein Testergebnis gewertet, falls der p-Wert kleiner als 0,05 war. Ein
Ergebnis mit einem p-Wert zwischen 0,05 und 0,10 wurde als schwach signifikant gewertet. Sdmtliche
statistischen Tests wurden unter Verwendung der Software SAS, release 9.4 (SAS Institute Inc., Cary,
NC, USA) durchgefiihrt.

-21 -



Ergebnisse

4 Ergebnisse

4.1 Stammdaten
Insgesamt wurden 21 mannliche Personen in die Studie eingeschlossen. Diese wurden auf zwei

annahernd gleich grofe Gruppen (11 Patienten ohne Periduralandsthesie und 10 Patienten mit
Periduralanésthesie) verteilt. In Bezug auf das Patientenalter zum Zeitpunkt der Operation, das
Vorliegen von Vorerkrankungen (chronisch-obstruktive Lungenerkrankung [COPD], koronare
Herzerkrankung [KHK], zentrale arterielle Verschlusserkrankung [cAVK], periphere arterielle
Verschlusserkrankung [pAVK]) sowie den body-mass-index [BMI]) zeigten sich zwischen beiden
Gruppen keine statistisch signifikanten Unterschiede, siehe auch Tabelle 5.

Fur beide Gruppen lagen zu den Parametern absolute Forcierte Expiratorische Vitalkapazitat (FEV1
[I/s]) und relative Forcierte Expiratorische Vitalkapazitdt (FEV1 [%]) nur flr jeweils 7 von 11
beziehungsweise 7 von 10 Patienten Daten vor, so dass die Gruppen bezlglich dieser Parameter nicht
sinnvoll vergleichbar waren, obgleich sich ein statistisch signifikanter Unterschied der beiden Gruppen
beim Parameter relative Forcierte Expiratorische Vitalkapazitat (FEV1 [%]) zeigte.

Insgesamt zeigte sich bezuglich der biometrischen Daten eine ausgeglichene Verteilung der Patienten
auf die beiden Gruppen.

Tabelle 5: Préoperativ erhobene Stammdaten, Mittelwerte und Standardabweichung, Signifikanzniveau o = 0,05

ohne PDK mit PDK p-Wert
Alter [a] 70+ 7,34 68,774 0,69
COPD [%] 18,2 20 1,00
KHK [%] 81,8 60 0,36
CAVK [%] 36,4 20 0,63
PAVK [%] 63,6 40 0,39
BMI [kg/m?] 27,3+ 3,6 293+41 0,25

4.2 Intra- und postoperativ erhobene Daten
Keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen mit und ohne Periduralanasthesie

konnten fir die Parameter Prothesenart (Rohrprothese oder Y-Prothese), Notwendigkeit einer
postoperativen Nachbeatmung, pulmonale Komplikationen, sonstige Komplikationen, perioperative
Mortalitdt, = Notwendigkeit intraoperativer  Bluttransfusion,  Notwendigkeit  postoperativer
Bluttransfusion, generelle Notwendigkeit einer Bluttransfusion, Blutverlust, Notwendigkeit einer Re-
Operation, Operationsdauer, Klemmzeit, Intensivverweildauer, postoperative

Krankenhausverweildauer und Zeit bis zum ersten postoperativen Stuhlgang gezeigt werden. Ein Patient
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aus der Gruppe ohne Periduralanasthesie verstarb postoperativ nach Beendigung des Studienprotokolls

zum Messzeitpunkt V.

Tabelle 6: Intra- und postoperativ erhobene Daten, Mittelwerte, ggfs. Standardabweichung, Signifikanzniveau o

=0,05

ohne PDK mit PDK p-Wert

Prothesenart (Anteil Rohrprothese) [%] 36,4 30 1,00
Nachbeatmung [%] 9,1 0 1,00
Pulmonale Komplikation [%] 18,2 20 1,00
Sonstige Komplikation [%] 63,6 40 0,39
Versterben [%)] 9,1 0 1,00
Intraoperative Bluttransfusion [%] 18,2 0 0,48
Postoperative Bluttransfusion [%] 63,6 30 0,198
Generelle Bluttransfusion [%] 72,7 30 0,086
Blutverlust [ml] 550 + 414 656 + 358 0,42
Re-Operation [%] 455 10 0,149
Operationsdauer [min] 190,1+ 48,3 176,2 £ 52,6 0,97
Klemmzeit [min] 72,3 +26 69,4 + 20,5 0,39
Verweildauer auf Intensivstation [d] 491 +351 47+41 0,83
Verweildauer im Krankenhaus [d] 13,4+ 8,6 115+5,2 0,45
Stuhlgang postoperativ [h] 45,3+158 41,7+ 137 0,64

4.3 Routinelaborparameter

Bei den Laborparametern Kreatinin, Harnstoff, GLDH, y-GT, AP, Gesamtbilirubin, CHE, LDH, CRP,
Leukozyten, Hamatokrit, Thrombozyten, Quick-Wert, Fibrinogen und Antithrombin 111 zeigten sich

zwischen den Gruppen mit und ohne Periduralkatheter in den Gesamtverldufen keine statistisch

signifikanten Unterschiede. Ein solcher konnte lediglich flr den Parameter Hamoglobin gezeigt werden.
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Tabelle 7: Varianzanalyse der Routinelaborparameter (iber alle Messzeitpunkte, Signifikanzniveau o= 0,05

Laborparameter p-Wert
Kreatinin 0,799
Harnstoff 0,530

CK 0,340
GOT 0,096
GPT 0,117
GGT 0,388

AP 0,312

Bilirubin 0,665
LDH 0,798

Laborparameter p-Wert
CRP 0,346
Leukozyten 0,097
Hb-Wert 0,031
Hamatokrit 0,683
Thrombozyten 0,227
Quick-Wert 0,739
Fibrinogen 0,296
AT-lI 0,260

Bei Betrachtung der einzelnen Messzeitpunkte konnte ein statistisch signifikant héherer mittlerer

Héamoglobinwert am 3., 4. und 5. postoperativen Tag in der Gruppe mit Periduralkatheter gemessen

werden.

Tabelle 8: 2-Stichproben-t-Teste des Parameters Hdmoglobin [g/dl] zu verschiedenen Messzeitpunkten,
Standardabweichung, Signifikanzniveau a = 0,05

Zeitpunkt PDK =0 PDK =1 p
L1 14,06 £ 1,03 14,39+ 1,40 0,547
L2 9,91 +2,60 10,50 £ 1,70 0,555
L3 9,47 +1,27 10,38 + 1,44 0,152
L5 8,16 +1,11 9,52+1,30 0,017
L6 8,18 £ 0,78 9,82+1,48 0,013
L7 8,35+ 0,59 10,30 £ 1,50 0,008

4.4 Zytokinmessungen

441 IL-6

Tabelle 9: Signifikanzniveau der Unterschiede zwischen den Gruppen mit und ohne PDK zu den verschiedenen

Messzeitpunkten; zu den Messzeitpunkten V>, V3, Vs, V7 und Vg wurden keine Messungen in den

Untersuchungsreihen ,,IL-6 stimuliert” und ,,IL-6 unstimuliert” durchgefiihrt; Signifikanzniveau o = 0,05

Zytokin V1 V2 V3 V4 Vs Ve \%; Vs Vo
IL-6 stim. 0,13 0,62 0,28 0,09
IL-6 unstim. 0,18 0,10 0,40 0,50
IL-6 vends 0,40 0,31 0,46 0,37 0,79 0,67 0,24 0,08 0,25
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Tabelle 10: Varianzanalysen: Generelle Anderungen tiber den Gesamtverlauf der Messwerte ohne
Berticksichtigung des Einsatzes der Periduralanésthesie ("Time"), Einfluss der Periduralanésthesie auf den
Gesamtverlauf der Messwerte ("PDK"), Einfluss der Periduralanasthesie auf die Verdnderungen im
Gesamtverlauf der Messwerte ("PDK/Time"), Signifikanzniveau a = 0,05

Zytokin Time PDK PDK/Time
IL-6 stimuliert <0,0001 0,51 0,11
IL-6 unstimuliert 041 0,20 0,23
IL-6 venos <0,0001 0,09 0,31

IL-6 im Vollblutansatz
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Abbildung 3: Mittelwerte IL-6 stimuliert, positive Standardabweichung, Angaben in pg/ml, keine statistisch
signifikanten Unterschiede
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Abbildung 4: Mittelwerte IL-6 unstimuliert, positive Standardabweichung, Angaben in pg/ml, keine statistisch
signifikanten Unterschiede

Die zunéchst gute Stimulierbarkeit der IL-6-Produktion (initial 22.4 pg/ml in der Gruppe ohne PDK
bzw. 17.9 pg/ml in der PDK-Gruppe) nahm intra- und unmittelbar postoperativ zunéchst ab
(Minimalwerte 7,9 pg/ml in der Gruppe ohne PDK, 11.2 pg/ml in der PDK-Gruppe), um sich 4 Tage

postoperativ wieder zu erholen und sich dem préoperativen Wert anzundhern, ein statistisch
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signifikanter Unterschied zwischen beiden Gruppen zeigte sich weder zu den einzelnen Zeitpunkten
noch im Gesamtverlauf.

Im Rahmen der Untersuchung "IL-6 unstimuliert” zeigte sich ein uneinheitliches Bild mit sehr
heterogenen Werten innerhalb beider Untersuchungsgruppen mit hohen Standardabweichungen. Ein
statistisch signifikanter Unterschied zwischen beiden Gruppen zeigte sich aber weder zu den einzelnen

Messzeitpunkten noch im Gesamtverlauf.

IL-6 im unbehandelten Serum
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Abbildung 5: Mittelwerte IL-6 vends, positive Standardabweichung, Angaben in pg/ml, keine statistisch
signifikanten Unterschiede

Die mittleren IL-6-Konzentrationen in beiden Vergleichsgruppen hatten einen ahnlichen Verlauf: Es
zeigte sich ein Konzentrationsanstieg von der Baseline (< 10 pg/ml) vor dem Aortendeclamping bis zum
Peak in Form eines Plateus mit Konzentrationen zwischen 180,5 pg/ml und 221,6 pg/ml (PDK-Gruppe)
bzw. zwischen 236,5 pg/ml und 344,1 pg/ml (Gruppe ohne PDK) zwischen den Messzeitpunkten Vs (8
Stunden postoperativ) und Vg (48 Stunden postoperativ) sowie ein rascher Konzentrationsabfall bis zum
Messzeitpunkt Vg (96 Stunden postoperativ) auf Konzentrationen von 97,7 pg/ml (Gruppe ohne PDK)
bzw. 38,7 pg/ml (PDK-Gruppe). Nach dem Aortendeclamping zeigten sich deutlich héhere mittlere
Konzentrationen in der Gruppe ohne PDK. Ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen beiden

Gruppen zeigte sich dabei allerdings zu keinem Zeitpunkt.
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442 1L-10

Tabelle 11: Signifikanzniveaus der Unterschiede zwischen den Gruppen mit und ohne PDK zu den
verschiedenen Zeitpunkten; zu den Messzeitpunkten V2, Vs, Vs, V7 und Vs wurden keine Messungen in den
Untersuchungsreihen ,,IL-10 stimuliert™ und ,,IL-10 unstimuliert* durchgefiihrt; Signifikanzniveau o = 0,05

Zytokin V1 V2 Vs V4 Vs Ve V7 Vs Vo
IL-10 stim. 0,83 0,47 0,10 0,08
IL-10 unstim. 0,89 0,22 0,60 0,56
IL-10 vends 0,29 0,06 0,14 0,30 0,25 0,59 0,68 0,20 0,24

Tabelle 12: Varianzanalysen: Generelle Anderungen tiber den Gesamtverlauf der Messwerte ohne
Berucksichtigung des Einsatzes der Periduralanasthesie ("Time"), Einfluss der Periduralanésthesie auf den
Gesamtverlauf der Messwerte ("PDK"), Einfluss der Periduralanésthesie auf die Veranderungen im
Gesamtverlauf der Messwerte ("PDK/Time"), Signifikanzniveau o = 0,05

Zytokin Time PDK PDK/Time
IL-10 stimuliert 0,06 0,15 0,07
IL-10 unstimuliert 0,13 0,79 0,93
IL-10 vends <0,0001 0,65 0,73

IL-10 im Vollblutansatz

800

700
600

500

49 O
400 = =—4=PDK=0
300 T \ ’ I o
200 | L

——

100

V1 V2 V3 V4 V5 Ve ' V8 V9

Abbildung 6: Mittelwerte IL-10 stimuliert, positive Standardabweichung, Angaben in pg/ml, keine statistisch
signifikanten Unterschiede
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Abbildung 7: Mittelwerte IL-10 unstimuliert, positive Standardabweichung, Angaben in pg/ml, keine statistisch
signifikanten Unterschiede

Die Stimulierbarkeit der IL-10-Produktion nahm intra- und unmittelbar postoperativ in beiden
Untersuchungsgruppen leicht ab (von initial 345,5 pg/ml auf 270,5 pg/ml in der PDK-Gruppe bzw. von
331,2 auf 176,5 pg/ml in der Gruppe ohne PDK), um sich in der PDK-Gruppe bis zum Messzeitpunkt
Vo wieder leicht zu erholen (416,3 pg/ml). In der Gruppe ohne PDK fand diese Erholung nur in geringem
Umfang statt (197,1 pg/ml zum Messzeitpunkt V).

In der Untersuchungsreihe "IL-10 unstimuliert" fielen die ohnehin sehr geringen mittleren 1L-10-
Konzentrationen nach dem Aortendeclamping bis nahe dem Nullwert ab, ohne sich danach relevant zu
erholen.

Es zeigten sich hohe Standardabweichungen der Messwerte zu den einzelnen Messzeitpunkten, so dass
Anderungen der Messwerte Uber den gesamten zeitlichen Verlauf weder in der Gruppe ,,IL-10-
stimuliert” noch in der Kontrollgruppe ,,IL-10 unstimuliert statistisch signifikant waren. Ein statistisch

signifikanter Einfluss der Periduralanasthesie auf den Gesamtverlauf der Messwerte zeigte sich nicht.

-28 -



Ergebnisse

IL-10 im unbehandelten Serum
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Abbildung 8: Mittelwerte IL-10 vends, positive Standardabweichung, Angaben in pg/ml, keine statistisch
signifikanten Unterschiede

Die mittleren IL-10-Konzentrationen beider Gruppen &hnelten sich tber den zeitlichen Verlauf, mit
einem méRigen Anstieg nach dem Aortendeclamping von der Baseline (< 10 pg/ml) bis zum
Messzeitpunkt Ve mit Konzentrationen von 56,17 pg/ml (Gruppe ohne PDK) bzw. 38,04 pg/ml (PDK-
Gruppe), um danach kontinuierlich abzufallen auf Konzentrationen von 23,72 pg/ml (Gruppe ohne
PDK) bzw. 12,19 pg/ml (PDK-Gruppe). Es zeigte sich dabei eine statistisch signifikante Anderung der
Messwerte beider Untersuchungsguppen Uber den Gesamtverlauf (p < 0,0001), allerdings kein
statistisch signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen im Gesamtverlauf oder zu den

einzelnen Messzeitpunkten.
4.4.3 TNF-a

Tabelle 13: Signifikanzniveaus der Unterschiede zwischen den Gruppen mit und ohne PDK zu den
verschiedenen Messzeitpunkten und tber den Gesamtverlauf; zu den Messzeitpunkten V2, V3, Vs, V7 und Vg
wurden keine Messungen in den Untersuchungsreihen ,, TNF-o stimuliert” und ,,TNF-a unstimuliert”
durchgefihrt; nahezu alle Messwerte der Untersuchungsreihe ,,TNF-a vends lagen bei 0, daher konnten die
Signifikanzniveaus in dieser Untersuchungsgruppe nicht bestimmt werden; Signifikanzniveau o = 0,05

Zytokin V1 V2 Vs Va4 Vs Ve V7 Vs Vo

TNF-o stim. 0,73 0,21 0,21 0,01

TNF-o unstim. 04 0,16 0,28 0,47
TNF-a vends
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Tabelle 14: Varianzanalysen: Generelle Anderungen tiber den Gesamtverlauf der Messwerte ohne
Berticksichtigung des Einsatzes der Periduralanésthesie ("Time"), Einfluss der Periduralanésthesie auf den
Gesamtverlauf der Messwerte ("PDK"), Einfluss der Periduralanésthesie auf die Verdnderungen im
Gesamtverlauf der Messwerte ("PDK/Time"); nahezu alle Messwerte der Untersuchungsreihe ,, TNF-a vends*
lagen bei 0, daher konnten Varianzanalysen in dieser Untersuchungsgruppe nicht durchgefiihrt werden;
Signifikanzniveau o = 0,05

Zytokin Time PDK PDK/Time
TNF-o stimuliert 0,001 0,07 0,31
TNF-0, unstimuliert 0,09 0,54 0,39

TNF-a venos

TNF-a im Vollblutansatz
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Abbildung 9: Mittelwerte TNF-a stimuliert, positive Standardabweichung, Angaben in pg/ml, statistisch
signifikanter Unterschied zum Messzeitpunkt Vg
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Abbildung 10: Mittelwerte TNF-a unstimuliert, positive Standardabweichung, Angaben in pg/ml, keine
statistisch signifikanten Unterschiede

Die zundchst hohe Stimulierbarkeit der TNF-a-Produktion mit Konzentrationen zum Messzeitpunkt V1

von 1.896,3 pg/ml (Gruppe ohne PDK) bzw. 1.762,6 pg/ml (PDK-Gruppe) nahm in beiden Gruppen
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zunéchst stark ab auf Konzentrationen von 492,44 pg/ml (Gruppe ohne PDK) bzw. 752,46 pg/ml (PDK-
Gruppe) zum Messzeitpunkt V4, blieb danach auf anndhernd stabilem Niveau mit hoheren
Konzentrationen in der PDK-Gruppe (334,87 pg/ml vs. 1.348,2 pg/ml zum Messzeitpunkt Ve und 539,31
pg/ml vs. 1.113,9 pg/ml zum Messzeitpunkt Vg). Auf Grund der geringen Konzentrationsunterschiede
zu den Messzeitpunkten Vi und V., insbesondere aber auf Grund der hohen Standardabweichung in
beiden Gruppen zu den Zeitpunkten Vi, V4 und Vs zeigte sich zwischen beiden Gruppen zu den
genannten Messzeitpunkten kein statistisch signifikanter Unterschied. Dieser zeigte sich jedoch zum
Messzeitpunkt Vg (p = 0,01). Fir den Gesamtverlauf zeigte sich kein statistisch signifikanter
Unterschied (p = 0,07).

In der Untersuchungsreihe TNF-a unstimuliert zeigte sich wie bei den beiden anderen untersuchten
Zytokinen ein uneinheitliches Bild mit hohen Standardabweichungen zu allen Zeitpunkten. Ein
statistisch signifikanter Unterschied beider Untersuchungsgruppen zeigte sich weder zu den einzelnen

Messzeitpunkten noch tber den Gesamtverlauf.

TNF-a im unbehandelten Serum

In dieser Untersuchungsreihe lagen alle Messwerte aller Patienten bei O, eine Ausnahme stellte die
Konzentration 7 pg/ml des Patienten 4 zum Zeitpunkt V, dar. Eine statistische Auswertung von
Mittelwerten konnte daher nicht durchgefihrt werden.
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5 Diskussion

5.1 Vergleichbarkeit der Untersuchungsgruppen

In die Studie wurden nur Ménner eingeschlossen, da die Pravalenz des BAA bei Mannern ungefahr
siebenmal so hoch ist wie bei Frauen (Espinola-Klein C, 2008). Obwohl eine Randomisierung der
Patienten auf die Gruppen mit und ohne Periduralanésthesie nicht durchgefihrt wurde, zeigten sich
keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen beiden Gruppen bei den Stammdaten, den intra-
und postoperativ erhobenen Parametern und den Routinelaborparametern. Eine Ausnahme hiervon
stellen die statistisch signifikant hoheren mittleren Hamoglobinkonzentrationen in der Gruppe mit
Periduralanésthesie am 3., 4. und 5. postoperativen Tag dar. Baumunk et al. konnten keinen statistisch
signifikanten Einfluss der Periduralandsthesie auf den intraoperativen Blutverlust bei radikalen
Prostatektomien nachweisen. Allerdings wiesen sowohl diese Studie als auch unter anderem Sharrock
et al. eine intraoperative Hypotension durch die Verwendung der Periduralanésthesie nach, die man sich
zum einen durch die sympatholytische Wirkung und zum anderen durch antihypertensive Effekte durch
effektivere Analgesie erklart (Baumunk D, 2014; Sharrock NE, 1993). Gramigni et al. konnten zeigen,
dass diese Hypotension bei weiterer Anwendung der Periduralanésthesie auch in der postoperativen
Phase weiter besteht (Gramigni E, 2013). Ein geringerer Blutverlust durch medikamentdse Senkung des
mittleren arteriellen Drucks wurde bereits friih durch Lessard et al. nachgewiesen (Lessard MR, 1989).
Ein geringerer postoperativer Blutverlust durch die hypotensiven Effekte der Periduralanésthesie scheint
somit als Ursache der erwéhnten héheren Hamoglobinwerte mdglich, lasst sich jedoch im Rahmen
dieser Untersuchung nicht nachweisen, da der Vitalparameter Blutdruck kein Zielwert der vorliegenden
Untersuchung war. Ebenso mdoglich ware beispielsweise eine verminderte Suppression der
Hématopoese durch Verwendung der Periduralanédsthesie (Borghi B, 2005). Studien mit groRerer
Patientenzahl und entsprechendem Studiendesign sind zur Klarung dieser speziellen Fragestellung

notwendig.

Wegen der geringen Fallzahl im Untersuchungszeitraum wurde die Studie als Pilotstudie konzipiert, es
konnten 21 Patienten in die Studie eingeschlossen werden. Dennoch liefern die erhaltenen Ergebnisse
Hinweise auf mogliche Zusammenhange. So war die spontane IL-6-Ausschiittung im unbehandelten
Serum in der Gruppe ohne PDA tendenziell héher. Ebenso war die Stimulierbarkeit sowohl der 1L-6-
Ausschiittung als auch der IL-10-Ausschittung in der Gruppe mit Periduralanasthesie tendenziell héher.
Die Stimulierbarkeit der TNF-a-Ausschittung war zum Zeitpunkt Ve tendenziell hdher, zum Zeitpunkt
V, statistisch signifikant hoher und im Gesamtverlauf statistisch schwach signifikant hoher in der
Gruppe mit Periduralanasthesie.

Die Untersuchungsgruppen wiesen keine statistisch signifikanten Unterschiede in der Pravalenz von

KHK, pAVK und cAVK auf, allerdings war diese in der Gruppe ohne Periduralandsthesie nicht-
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signifikant hoher. Daneben waren beide Gruppen in sich beispielsweise beziiglich der Pravalenz einer
COPD nicht homogen (Pravalenz einer COPD jeweils ca. 20% in den Gruppen mit und ohne
Periduralanésthesie).

Zur Steigerung der Aussagekraft und zur Detektion statistisch signifikanter Unterschiede zwischen den

beiden Untersuchungsgruppen sollten Studien mit grolRerer Fallzahl durchgefiihrt werden.

5.2 Zytokinmessungen

5.2.1 IL-6

In einer Ubersichtsarbeit fanden Swartbol et al. in allen eingeschlossenen Studien einen deutlichen
Anstieg der IL-6-Serumkonzentration nach Operationen an der Bauchaorta. Das Ausmal} dieses
Konzentrationsanstiegs korrelierte dabei mit dem Ausmal des chirurgischen Traumas. Die hochsten
Konzentrationen fanden sich daher bei ruptierten Aortenaneurysmata, die niedrigsten bei
endovaskuléren elektiven Ausschaltungen von Aortenaneurysmata (Swartbol P, 2001). Ebenfalls in
einer Ubersichtsarbeit berichteten Moris et al. von einem typischen Anstieg der IL-6-Konzentration 4
bis 48 Stunden nach Reperfusion der unteren Extremititen im Rahmen der Ausschaltung von
Aneurysmata der Bauchaorta, wobei auch hier hdhere Konzentrationen nach offener Operation im
Vergleich zum endovaskuldren Vorgehen gemessen wurden (Moris N, 2014).

Entsprechend der Literatur zeigten sich in den unbehandelten ventsen Blutproben in beiden
Untersuchungsgruppen mit und ohne Periduralanédsthesie Anstiege der IL-6-Konzentration ab dem
Zeitpunkt V4 (nach dem Declamping der Aorta) bis zum Zeitpunkt Ve (8 Stunden postoperativ), um dann
nach einer Plateauphase ab dem Zeitpunkt Vs (48 Stunden postoperativ) wieder stark abzufallen. Dabei
lieRen sich in der Gruppe ohne Periduralanésthesie durchweg hohere IL-6-Mittelwerte messen als in der
Vergleichsgruppe mit Periduralandsthesie, ohne dass diese Unterschiede statistische Signifikanz
erreichten. Diese Verlaufe bestatigen also die durch friihere Studien zu erwartenden Verlaufe.

In der Untersuchungsreihe der LPS-stimulierten IL-6-Messungen zeigte sich eine tendenziell geringere
Suppression der IL-6-Ausschittung im Gesamtverlauf in der Gruppe mit Periduralandsthesie im
Vergleich zur Gruppe ohne Periduralanésthesie, jedoch ohne dass sich im Gesamtverlauf oder zu einem
einzelnen Zeitpunkt ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen beiden Gruppen zeigte. Die
Hypothese der Arbeit kann also im Bereich der IL-6-Messungen weder bestatigt noch widerlegt werden,

wenngleich sich eine Tendenz hin zur Bestétigung der Hypothese ablesen lasst.

5.2.2 IL-10

Nach Moris et al. stellt IL-10 ein die proinflammatorische Immunantwort regulierendes Zytokin dar,
wobei hohere postoperative I1L-10-Konzentrationen mit einer erhohten Rate an Komplikationen und
einer erhohten Krankenhausverweildauer verbunden waren. Sie berichteten (ber einen
Konzentrationspeak wahrend der Ischdmiephase, also vor dem Aortendeclamping (Moris N, 2014),

wohingegen Rowlands und Homer-Vanniasinkam (ber einen postoperativen Anstieg der IL-10-
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Konzentrationen bis zu einem Peak nach 24 Stunden postoperativ sowie einen dann folgenden Abfall
berichteten (Rowlands T, 2001). Insofern lagen die gemessenen IL-10-Konzentrationen im
unbehandelten Serum im Rahmen dessen, was durch bisherige Studienergebnisse auch so beschrieben
war.

Die Stimulierbarkeit der IL-10-Ausschittung nahm bis zum Zeitpunkt Vs in beiden
Untersuchungsgruppen ab, was damit zusammenhéngen konnte, dass, wie bereits erwahnt, die spontane
IL-10-Ausschittung in diesem Zeitraum zunahm und damit weniger Reserven zur IL-10-Produktion
bzw. -Ausschiittung zur Verfugung standen. ZiegenfuR et al. konnten bereits zeigen, dass die
Stimulierbarkeit der IL-10-Ausschittung intraoperativ abnimmt, um 24 Stunden postoperativ wieder
stark anzusteigen (ZiegenfuB T, 1999). Insgesamt war die Stimulierbarkeit der IL-10-Ausschittung in
der Gruppe mit PDA statistisch nicht-signifikant hoher als in der Gruppe ohne PDA, was als

tendenzielles Zeichen fir die Bestatigung der Hypothese gewertet werden kann.

5.2.3 TNF-a

Der TNF-o stellt einen der potentesten und friihesten proinflammatorischen Mediatoren der
Immunantwort dar (Hildebrand F, 2005). Nach Moris et al. korrelieren hohe TNF-a-Konzentrationen
mit einem schlechten postoperativen Outcome sowie mit myokardialer und renaler Dysfunktion. In
einigen Studien zeigten sich hohe intra- und postoperative TNF-a-Konzentrationen, in anderen zeigte
sich keine spontane TNF-a-Ausschittung. Nach Moris et al. sind ausreichende Stimuli, wie z.B. ein
h&morrhagischer Schock, fir die spontane TNF-a-Ausschiittung notwendig, der operative Stress alleine
scheint kein ausreichender Stimulus dafur zu sein (Moris N, 2014).

Die fehlende spontane TNF-a-Ausschiittung im unbehandelten Serum bei allen Patienten in unserer
Untersuchung bestatigt die Annahme. Lediglich zu einem Zeitpunkt zeigte sich bei einem Patienten eine
spontane, sehr geringe TNF-a-Konzentration, ohne dass bei diesem Patienten zu diesem Zeitpunkt oder
im Verlauf Komplikationen aufgetreten waren. Wie bereits von Ziegenful§ et al. ausgefiihrt, ist es zum
einen denkbar, dass sich eine mdgliche spontane Freisetzung von TNF-o durch die Modifikation der
Blutentnahmezeitpunkte detektieren ldsst, immerhin betrdgt die Halbwertszeit von TNF-o. nur 20
Minuten. Zum anderen konnte die spontane TNF-a-Ausschiittung bereits intraoperativ in den
abgeklemmten unteren Extremitaten erfolgt sein, so dass die TNF-a-Konzentration auf Grund der
erwahnten kurzen Halbwertszeit nach Declamping wieder auf null abgefallen sein kénnte (ZiegenfuR T,
1999).

Wie erwahnt, sind Lipopolysaccharide ein potenter Stimulus fur die TNF-a-Ausschiittung. Insofern
entsprechen sowohl die hohe TNF-a-Konzentration im stimulierten Vollblutansatz in beiden
Untersuchungsgruppen zum Zeitpunkt Vi als auch die Suppression der TNF-a-Ausschittung zum
Zeitpunkt V4, also nach dem Declamping der Aorta, den Erwartungen. Im weiteren Verlauf zeigte sich

eine zum Zeitpunkt Ve tendenziell hohere, zum Zeitpunkt Vg eine statistisch signifikant hohere
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Stimulierbarkeit, im Gesamtverlauf eine statistisch schwach signifikant héhere Stimulierbarkeit in der
Gruppe mit Periduralanésthesie. Da wie erwahnt eine negative Korrelation der perioperativen Hemmung
der TNF-a-Stimulierbarkeit mit dem postoperativen Outcome beschrieben wurde (Ziegenfull T, 1999),

lasst sich hier die Hypothese der Arbeit tendenziell bestatigen.

5.3 Schlussfolgerung

Inhalt der Arbeit war die Hypothese, dass durch Verwendung der Periduralanasthesie beim elektiven
infrarenalen Aortenersatz eine signifikante Verbesserung der perioperativen Immunkompetenz,
vertreten durch eine verbesserte Stimulierbarkeit der Ausschittung der drei Zytokine IL-6, IL-10 und
TNF-o. mit Lipopolysacchariden, erreicht werden kann. Die Ergebnisse der durchgefiihrten
Untersuchungen bestétigen diese Hypothese tendenziell, allerdings sind weitere Studien mit groRRerer
Fallzahl notwendig, um die Hypothese sicher bestatigen oder verwerfen zu konnen.
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Anhang

9 Anhang

Tabelle 15: Zytokinkonzentrationen, Mittelwerte, Standardabweichung, Angaben in pg/ml

Zytokin PDK V1 V2 Vs V4 Vs Vs V7 Vs Vo
0 22381 + 10077 + 7903 + 13107 +
o 9281 7989 4516 9529
IL-6 stimuliert
1 17854 + 12241 + 11244 + 18313 +
6102 5120 7228 9892
0 1079 + 740 167 + 681 +
IL-6 1268 1068 211 356
unstimuliert 1 370 + 107 + 423 + 354 +
989 262 897 312
0 1,79 + 1,29 + 94 + 58,22 + 97,23 + 258,58 + | 236,54 + | 344,14 + 97,71 +
2,37 2,15 11,93 57,8 94,56 | 176,65 | 122,87 | 231,25 | 146,56
IL-6 vends
1 3,12 + 2,62 + 6,3 + 39,29 + 87,04 + 221,61+ | 180,46 + | 194,13 + 38,74 +
4,27 3,45 4,56 28,91 71,12 205,2 80,13 96,28 41,71
0 3312 + 260,08 + 176,52 + 197,14 +
117,98 177,58 110, 42 121,5
IL-10 stimuliert
1 34547 + 3171 + 270,54 + 416,26 +
173,54 158,07 129,45 106,01
0 442 + 14,3 + 10,4 + 12,97 +
IL-10 86,22 16,63 11,53 11,63
unstimuliert 1 51,04 + 6,84 + 14,54 + 29,29 +
129,73 7,1 21,21 85,03
0 334 3,06 + 5,79 + 10,35 + 13,9 + 56,17 + | 35,69 + 389+ 23,72
+£2,46 1,69 3,17 6,07 8,21 99,37 20,71 29,13 | 27,33
IL-10 vends
1 4,63 6,09 + 9,24 + 19,1 + 21,29 + 38,04 31,64 24,72 12,19 +
2,77 4,26 6,3 24,57 17,45 31,99 22,09 15,63 11,81
0 1896,3 + 492,44 + 334,87 + 539,31 +
TNF-a 1034 507,7 260,19 289,82
stimuliert 1 1762,6 + 752,46 + 1348,2 + 1113,9 +
592,3 361,66 2380, 6 546,16
0 56,48 + 31,22 + 29,04 + 31,77 £
TNF-a 112,33 56,5 38,93 32,86
unstimuliert 1 170,35 + 2,18 + 73+ 18,49 +
393,6 5,05 9,99 45,72
0 00 0+0 0+0 00 00 0+0 00 0+0 0+0
TNF-o vends 1 0+0 0+0 0+0 07+ 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0
2,21
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