Aus der Kilinik fir Anasthesiologie mit Schwerpunkt operative
Intensivmedizin der Medizinischen Fakultat
Charité — Universitatsmedizin Berlin

DISSERTATION

Der Einfluss herzchirurgischer Operationen auf die Aktivitat
von Alveolarmakrophagen und die Entstehung postoperativer
Pneumonien

zur Erlangung des akademischen Grades
Doctor medicinae (Dr. med.)

vorgelegt der Medizinischen Fakultat
Charité — Universitatsmedizin Berlin

von

Karin Rest

aus Warendorf

Datum der Promotion: 8.12.2017



Vorbemerkung

Teilergebnisse der vorliegenden Arbeit wurden verdéffentlicht in:

Chalk K, Meisel C, Spies C, Volk T, Thuenemann K, Linneweber J, Wernecke KD,
Sander M. Dysfunction of alveolar macrophages after cardiac surgery and postoperative
pneumonia? — An observational study. Critical Care 2013; 17 (6): R285.



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis
1 ADKUrzUNGSVEIZEICNNIS ... 6
2 ADSEIAKE / ADSIIACT. ... 9
2.1 ABSIIAKE ... 9
2.2 ADSITACT ...ceiiiieeieiee e 11
3 ] ] T (1] o ST 13
3.1 Pulmonale Komplikationen nach herzchirurgischen Operationen ................... 13
3.2  Systemische Immunmodulation durch herzchirurgische Eingriffe ................... 14
RGN A AV o] F= 14 0 0 F= 1 o] o] 4 F= Vo 1= o 16
B4 HLA-D R e 16
3.5  HLA-DR QUf MONOZYLEN .....iiiiiii et e e e e e e e e aeees 17
3.6  Toll-like-Rezeptoren auf AM ........cooo oo 19
3.7  Zytokine in der bronchoalveolaren FIUsSIgKeit ..., 22
3.8 Fragestellung ......cooooeiiiiiee 23
4 Material und MethOdeN ..o 25
4.1 MALerial .o 25
41.1 GBIALE ... 25
4.1.2  Verbrauchsmaterialien ............coovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee e 25
4.1.3  SOFIWAIE ..ottt 26
S N 0111 o T 1= PRSP 26
4.1.5  Chemikalien und Biochemikalien ...........ccccccvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee 27
4.1.6 Puffer Und LOSUNGEN.........uii e e et e e e 27
I (F o [1=] oo [T T [ o PP 28



Inhaltsverzeichnis

4.3  PatientenkolleKtiV ...........oooiiiiiiii e 28
4.3.1  Einschlusskriterien und Ausschlusskriterien ...........ccccccooiiiiiiiiiiinneeennnne 29
4.4 SUAIENAUTDAU .....oooee e 30
4.4.1  Standards der Anasthesie und des perioperativen Monitorings ............... 30
4.4.2 Extrakorporale Zirkulation mit HLM .............ccoooiiiiiiiiicie e, 30
4.4.3  Postoperative Uberwachung auf der Intensivstation ................ccccocvne... 31
4.4.4 Entnahme der BIUtproben ... 32
4.4.5 Durchflhrung der BAL ......cooooiiiieeeeeeeeeee 33
446  Separation der Zellen aus der BAL-FlUsSIgKeit ...........ccoovviiiiiiiiiiiiiiiinnnnn. 33
4.5 Immunologische DiagnostiK ... 34
45.1 Durchflusszytometrische MeSSUNG.........cooveeiiiiiiiiiieee 34
452 Differenzierung mononuklearer Zellen ..o 35
4.5.3  Quantitative Bestimmung der HLA-DR-EXpression...........cccccevvvvvceeeeeenn.. 36
454  Quantitative Bestimmung der TLR2/4-Expression auf AM ....................... 37
4.6  LPS-Stimulation der Monozyten und AM.........cccoooie i 37
4.6.1  Quantitative Bestimmung der ZytoKIiNe ............cooovmiiiiiiii e 38
4.7  Statistische Verfahren ... 39
5 ErQEDNISSE ... 41
5.1  PatientenKOIEKLIV ....coooeeeeeeeeeeee e 41
5.2  Zellzahlen nach Differenzialfarbung der Blutproben............cccoooiiiii. 44
5.3  Expression von HLA-DR auf Monozyten und AM..........oooooiiiii, 46
5.4  Expression von TLR2/4 auf AM......coooo oo 52
5.5  Zytokin-Produktion von Monozyten und AM nach LPS-Stimulation ................ 56
6 DISKUSSION .. 58
6.1 HLA-DR-Expression auf AM und MONOZYLEN ........ccovveeeeiiiiiiiiiiie e 58



Inhaltsverzeichnis

6.2

6.3

6.4

6.5
4

10
11
12

13

TLR2/A QU AM ... 61
Y1 (0 ] (] = 7SR 64
Limitationen der STUAIE.............eviiiiiiieee s 66
SCRIUSSTOIGEIUNG .....eviiiiie e e 67
LItEratUNVEIZEICHNIS ....oee ittt e e e 69
ADBDIIdUNGSVEIZEICNNIS ... 82
TabelleNVErzZeIiCNNIS ...... ... 83
Eidesstattliche VersiCherung...........oooooooioiiii 84
LEDENSIAUT ... . 86
PUBIIKAIONSIISTE ... 88
DANKSAGUNG ..o 89



1 Abkirzungsverzeichnis

1 Abkirzungsverzeichnis

ABC Antibodies bound per cell

APC Allophycocyanin

AM Alveolarmakrophage

BAL Bronchoalveolare Lavage

BD Becton Dickinson

BGA Blutgasanalyse

CABG Coronary artery bypass grafting

CARS Compensatory Anti-inflammatory Response Syndrome
CD Cluster of Differentiation

CDC Center of Disease Control

COPD Chronisch obstruktive Lungenerkrankung
CPB Kardiopulmonaler Bypass

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

EKZ Extrakorporale Zirkulation

FACS Fluorescence-Activated-Cell-Sorter

FCS Fetales Kalberserum

FITC Fluorescein-Isothiocyanat

FiO2 Inspiratorische Sauerstofffraktion
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FSC Forwardscatter

GM-CSF Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating Factor
HLA-DR Human-Leukozyten-Antigen-DR

HLM Herz-Lungen-Maschine

IE Internationale Einheit

IFN Interferon

Ig Immunglobulin

IL Interleukin

ITS Intensivstation

KIU Kilo International Units

LPS Lipopolysaccharid

LVEF Linksventrikulare Ejektionsfraktion

MAD Mittlerer arterieller Blutdruck

MHC Hauptkompatibilitatskomplex

mHLA-DR Monozytares Human Leukozyten Antigen-DR
NNR Nebennierenrinde

PAMPs Pathogen-assoziierte molekulare Muster
PBS Phosphatgepufferte Salzlésung

PE Phycoerythrin

PepG Peptidoglykan
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PerCP Peridinin Chlorophyll Protein

PIA Partikel-Immunoassay

PRRs Mustererkennungsrezeptoren

RPMI Roswell Park Memorial Institute Medium
SIRS Systemic Inflammatory Response Syndrom
SSC Sidescatter

TGF Transforming Growth Factor

TLR Toll-like Rezeptor

TNF

Tumornekrosefaktor



2 Abstrakt / Abstract

2 Abstrakt / Abstract

2.1  Abstrakt

Einleitung: Nach einem herzchirurgischen Eingriff mit kardiopulmonalem Bypass (CPB)
haben Patienten ein erhdhtes Risiko, eine postoperative Pneumonie zu entwickeln.
Unklar sind bislang die pathophysiologischen Ursachen fir dieses erhohte Risiko.
Bekannt ist, dass herzchirurgische Operationen mit CPB das systemische
Immunsystem stark beeinflussen. Auch eine Veradnderung der pulmonalen
Immunabwehr, insbesondere der Alveolarmakrophagen (AM), scheint daher als ein
Grund fur die Entwicklung einer postoperativen Pneumonie mdoglich. Um diesen
Zusammenhang zu untersuchen, haben wir pra- und postoperativ die
Oberflachenmolekiile Human-Leukozyten-Antigen-DR (HLA-DR) und Toll-like-Rezeptor
2 und 4 (TLR2/4) auf AM untersucht. Zusatzlich erfolgte eine in vitro-Stimulation der AM
mit Lipopolysaccharid (LPS) und die anschlieRende Messung von pro- und
antiinflammatorischen Zytokinen. Die Ergebnisse haben wir mit der Entwicklung einer

postoperativen Pneumonie in Beziehung gesetzt.

Methoden: Nach Freigabe durch die zustandige Ethikkommission und der schriftlichen
Einwilligung der Patienten erfolgte der Einschluss von 33 Studienpatienten, die flr eine
elektive Operation eines Koronararterien-Bypasses stationdr aufgenommen wurden.
Direkt nach Einleitung der Anasthesie und zwei Stunden nach Beendigung des CPB
erfolgte bei jedem Studienpatienten eine periphere Blutabnahme und eine
bronchoalveolare Lavage (BAL). Mittels Durchflusszytometrie wurde die Expression von
HLA-DR auf Monozyten und AM sowie die Expression von TLR2/4 auf AM bestimmt.
Monozyten und AM wurden mit LPS stimuliert und die Konzentration der Zytokine (TNF-
a, IL-1B, IL-6, IL-8 und IL-10) durchflusszytometrisch gemessen. Die statistische

Auswertung erfolgte mit dem Wilcoxon-Test und dem Mann-Whitney-U-Test.
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Ergebnisse: Eine Gesamtzahl von drei Patienten (9%) entwickelte im Verlauf eine
postoperative Pneumonie. Nach der Operation war bezogen auf die gesamte
Patientengruppe sowohl die HLA-DR-Expression auf AM (p-Wert = 0,001*) als auch die
HLA-DR-Expression auf Monozyten (p-Wert = 0,001*) im Vergleich zu den
Ausgangswerten signifikant reduziert. Bei der Gruppe der Patienten mit postoperativer
Pneumonie zeigte sich postoperativ im Vergleich zur Gruppe der Patienten ohne
Pneumonie eine signifikante Abnahme sowohl der HLA-DR-Expression auf AM (p-Wert
= 0,024*) als auch der TLR4-Expression auf AM (p-Wert = 0,041*). Bereits vor der
Operation war der Wert der TLR2-Expression auf AM bei Patienten mit postoperativer
Pneumonie signifikant niedriger (p-Wert = 0,027*). Postoperativ zeigte sich die
Konzentration der Zytokine TNF-a, IL-1B, IL-6 und IL-8 nach LPS-Stimulation der
Monozyten signifikant reduziert. Nach LPS-Stimulation der AM konnte hingegen
postoperativ keine statistisch signifikante Abnahme der Konzentration der Zytokine
TNF-a, IL-18, IL-6, IL-8 und IL-10 festgestellt werden.

Schlussfolgerung: In der vorliegenden Arbeit konnte unseres Wissens nach erstmals
gezeigt werden, dass herzchirurgische Operationen zu einer frihzeitigen Veranderung
der lokalen pulmonalen Immunabwehr fihren. Die Ergebnisse stitzen die Hypothese,
dass diese pulmonalen Verdnderungen mit der Entstehung einer postoperativen

Pneumonie in Verbindung stehen.
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2.2 Abstract

Introduction: Patients undergoing cardiac surgery with cardiopulmonary bypass (CPB)
have an increased risk of developing postoperative pneumonia. The pathophysiological
causes for this increased risk are still unclear. However it is known that cardiac surgery
with CPB strongly influences the systemic immune system. Therefore a change in the
pulmonary immune defense, in particular the alveolar macrophages (AMs), could be a
reason for the development of postoperative pneumonia. In order to investigate this
relationship, we examined the surface molecules of human leukocyte antigen DR (HLA-
DR) and toll-like receptor 2 and 4 (TLR2/4) on AMs pre- and postoperatively. In
addition, an in vitro stimulation of AMs with lipopolysaccharide (LPS) and the
subsequent measurement of pro- and anti-inflammatory cytokines were performed. The

results have been correlated to the development of postoperative pneumonia.

Methods: After ethical approval and written informed consent, 33 patients undergoing
elective coronary artery bypass grafting (CABG) surgery were included in this
observational study. Peripheral blood cells and alveolar lavage fluid were collected
directly after induction of anesthesia and two hours after separation from CPB. HLA-DR
expression on monocytes and on AMs as well as TLR2/4 expression on AMs were
assessed by flow cytometry. Monocytes and AMs were in vitro stimulated with LPS and
the concentration of cytokines (TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-8 and IL-10) was determined by
flow cytometry. Statistical analysis was performed with the Wilcoxon test and the Mann-
Whitney-U test.

Results: A total of three patients (9%) developed postoperative pneumonia.
Postoperatively HLA-DR expression on AMs (p = 0.001*) and HLA-DR expression on
peripheral blood monocytes (p = 0.001*) was significantly reduced compared to
baseline in all patients. After surgery HLA-DR expression on AMs (p = 0.024*) and
TLR4 expression on AMs (p = 0.041*) was significantly reduced in patients who
developed postoperative pneumonia compared to patients without pneumonia. Already

before surgery the baseline of TLR2 expression on AMs was significantly lower (p =
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0.027*) in patients who developed postoperative pneumonia. After surgery the
concentration of cytokines TNF-qa, IL-1B, IL-6 and IL-8 was significantly reduced after
stimulation of the monocytes with LPS. Postoperatively the concentration of the
investigated cytokines TNF-qa, IL-13, IL-6, IL-8 and IL-10 was not significantly reduced
after stimulation of AMs with LPS.

Conclusions: As far as we know this is the first study that shows an early impairment of
lung cellular immune response after cardiac surgery. The findings support the
hypothesis that these pulmonary changes are associated with the development of

postoperative pneumonia.
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Herzchirurgische Operationen gehen mit einem erhohten Risiko fur postoperative
Pneumonien einher. Obwohl die systemischen Veranderungen des Immunsystems bei
Patienten nach einem solchen Eingriff gut beschrieben sind, bleibt das Verstandnis der
postoperativen pulmonalen Immunmodulation lickenhaft. In diesem Zusammenhang
spielen Alveolarmakrophagen (AM) eine entscheidende Rolle, da sie als wichtigste
pulmonale Abwehrzellen eine Schlisselfunktion in der zellularen Immunabwehr
einnehmen. In der vorliegenden Arbeit wird die Hypothese untersucht, ob
herzchirurgische Operationen die Aktivitait von AM beeinflussen und somit die

Entstehung postoperativer Pneumonien begunstigen kbénnen.

3.1 Pulmonale Komplikationen nach herzchirurgischen Operationen

Die Entwicklung einer postoperativen Pneumonie ist neben kardiologischen
Schwierigkeiten die haufigste Komplikation nach einem herzchirurgischen Eingriff [1, 2].
Insbesondere gram-negative Bakterien wie Klebsiella pneumoniae gelten als Ausloser
dieser Komplikation [3, 4]. Als Folge dieser Erkrankung wurden eine gesteigerte
Morbiditat und Mortalitdt sowie ein verlangerter Aufenthalt auf der Intensivstation (ITS)
mit einem Anstieg der Behandlungskosten identifiziert [5-8]. So lag etwa in einer
européischen Studie mit dber 10.000 Patienten die Liegedauer auf der ITS bei
Patienten mit postoperativer Pneumonie im Schnitt bei ca. 23 Tagen. Bei Patienten, die
diese Komplikation nicht entwickelten, betrug sie dagegen lediglich 2 Tage [1].
Verschiedene US-amerikanische Studien konnten auf3erdem zeigen, dass die
Sterblichkeit der Patienten mit postoperativer Pneumonie (23,7% bei Kollef et al. bzw.
51% bei Leal-Nova et al.) im Vergleich zu nicht erkranken Patienten deutlich erhéht war
(3,2% bzw. 6,7%) [8, 9].

13
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Die frihzeitige Erkennung einer postoperativen Pneumonie stellt somit eine besondere
Herausforderung dar und ist umso wichtiger, da die rechtzeitige Einleitung einer
adaquaten antibiotischen Therapie die Prognose entscheidend beeinflusst [10, 11].
Unklar sind bislang noch die genauen pathophysiologischen Ursachen dafir, warum
herzchirurgische Patienten besonders gefahrdet sind, eine postoperative Pneumonie zu
entwickeln. Eine perioperative Immunmodulation des pulmonalen Immunsystems
konnte jedoch ein Grund fur diese haufige Komplikation sein [6, 7, 12]. Es ist in der
Literatur gut beschrieben, dass Operationen am offenen Herzen mit einer systemischen
Immunmodulation verbunden sind, welche eine postoperative Immunsuppression zu

Folge hat [13—17]. Dies soll im nachsten Abschnitt naher erlautert werden.

3.2 Systemische Immunmodulation durch herzchirurgische Eingriffe

Experimentelle und klinische Studien haben in der Vergangenheit bewiesen, dass
operative Eingriffe das Immunsystem erheblich beeintrachtigen. So wird bei
herzchirurgischen Operationen mit Herz-Lungen-Maschine (HLM) bereits perioperativ
eine systemische proinflammatorische Immunantwort ausgelodst [13, 18-26]. Sie ist
gekennzeichnet durch eine gesteigerte systemische Sezernierung proinflammatorischer
Zytokine wie Interleukin (IL)-1R, IL-6, IL-8 und Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-a).
Diese Zytokine sind die Hauptakteure in der proinflammatorischen Phase. Produziert
werden die Zytokine zum grof3ten Teil von Makrophagen, aber auch von dendritischen
Zellen, T-Zellen und Endothelzellen [18, 27, 28]. Diese proinflammatorische Reaktion
kann in ein ,Systemic Inflammatory Response Syndrom* (SIRS) Gbergehen [29]. Fir die
Entstehung dieser proinflammatorischen Immunantwort bzw. eines SIRS werden
verschiedene Ausloser diskutiert [28, 30, 31]. Als wichtigste Faktoren gelten hierfur der
Kontakt des extrakorporal zirkulierenden Blutes mit den nicht physiologischen
Materialien der HLM, die durch Ischamie und Perfusion in der Abklemmphase der Aorta
entstehenden Schaden an Kardiomyozyten und Lungengewebe, die wahrend der OP

direkt in die Blutbahn eindringenden bakteriellen Endotoxine (z.B. Lipopolysaccharid
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(LPS)) sowie das durch die Folgen der OP entstehende ausgedehnte Gewebetrauma
[20-24, 32].

Als Antwort auf die proinflammatorische Stoffwechsellage wird im weiteren Verlauf eine
antiinflammatorische Gegenreaktion eingeleitet. Diese wird als ,Compensatory Anti-
inflammatory Response Syndrome“ (CARS) bezeichnet [18, 28, 29, 33]. Insbesondere
die kontinuierlich hohe Konzentration des proinflammatorischen Zytokins IL-6 sorgt tUber
die Freisetzung von Prostaglandin E2, dem potentesten antinflammatorischen
Mediator, fir einen Anstieg weiterer antiinflammatrorischer Mediatoren wie IL-10. IL-10
wird ebenfalls von Makrophagen, T-Zellen und dendritischen Zellen sezerniert und
hemmt als antiinflammatorisches Zytokin die Aktivitat von Makrophagen und T-Zellen
[13, 34].

Auch der initiale Anstieg der proinflammatorischen Zytokine IL-13 und TNF-a induziert
die Einleitung einer antiinflammatorischen Gegenreaktion. Uber das vegetative
Nervensystem kommt es zur Freisetzung von Acetylcholin und Katecholaminen. Ferner
fuhrt der Anstieg von IL-6 zur Freisetzung von Glukokortikoiden aus der
Nebennierenrinde (NNR). Unter dem Einfluss von Acetylcholin, Katecholaminen und
Glukokortikoiden sowie einem steigenden IL-10-Level kommt es zu einer Suppression
der monozytdren TNF-a-Sekretion und zu einer Abnahme der Human-Leukozyten-
Antigen-DR-Expression (HLA-DR-Expression) auf Monozyten [27, 35-43]. Auf Grund
der niedrigen HLA-DR-Expression kdnnen Monozyten die Information Uber eine akute
bakterielle Infektion nicht mehr adaquat an T-Zellen weiterleiten und eine zellular
vermittelte Immunantwort mit spezifischer Antikbrpersynthese bleibt aus [44—-46]. Dieser
Zustand wird von einigen Autoren daher auch als ,Immunparalyse® bezeichnet [47]. In
dieser Phase der Immunsuppression steigt das Risiko der Patienten, eine postoperative
Infektion zu entwickeln [17, 19, 41, 48].

Die systemische immunsuppressive Phase ist somit insbesondere durch eine
Deaktivierung der Monozyten auf Grund einer mangelnden HLA-DR-Expression
gekennzeichnet [47]. Es ware vorstellbar, dass Alveolarmakrophagen ahnlich wie

Monozyten postoperativ ebenfalls eine ,Immunparalyse® durchlaufen und so
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postoperative Pneumonien begunstigt werden. Dies rickt die Alveolarmakrophagen als

zentrale Schaltstelle der zellularen pulmonalen Immunabwehr in den Fokus.

3.3 Alveolarmakrophagen

Die Alveolarmakrophagen sind Teil der pulmonalen organspezifischen Immunabwehr
und gehdren zum unspezifischen Immunsystem [49, 50]. Zu ihren wichtigsten
Eigenschaften z&ahlen die Aktivierung des spezifischen Immunsystems, die
Phagozytose von Bakterien und die Synthese ldslicher Immunmediatoren wie z.B.
Zytokinen [51, 52]. Auf ihrer Oberflache befinden sich sowohl Rezeptoren, um Antigene
gegenluber anderen Zellen zu prasentieren, als auch Rezeptoren, um Toxine wie z.B.
LPS gram-negativer Bakterien zu erkennen [53, 54]. Durch Phagozytose
aufgenommene Bakterien werden zu bakteriellen Antigenen verarbeitet und diese an
der Zelloberflache mit Hilfe von HLA-DR exprimiert. Uber HLA-DR prasentieren AM
Antigene gegeniiber CD4+ T-Zellen, wodurch die Proliferation und Differenzierung der
CD4+ T-Zellen eingeleitet wird. Differenzierte CD4+ T-Zellen induzieren in einem
nachsten Schritt die Produktion der spezifischen Antikdrpersynthese durch B-Zellen.
Die zellvermittelte, spezifische Immunantwort wird somit maf3geblich Uber die

Expression von HLA-DR gesteuert [27, 50].

3.4 HLA-DR

HLA-DR zahlt zu den Hauptkompatibilitatskomplex-Molekilen der Klasse 1l (MHC-II-
Molekulen). MHC-II-Molekule befinden sich nur auf professionellen
antigenpréasentierenden Zellen. Dazu gehéren Monozyten, Makrophagen, dendritische

Zellen und B-Zellen [27]. HLA-DR spielt sowohl in der pulmonalen organspezifischen
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Immunabwehr auf AM als auch in der systemischen Immunabwehr auf Monozyten eine
entscheidende Rolle in der Koordination einer effektiven Immunantwort. Als Induktoren
sind unter anderem Interferon-y (IFN-y), IL-1, Granulocyte Macrophage Colony-
Stimulating Factor (GM-CSF) und LPS bekannt. Sie steigern die Expression von HLA-
DR [30, 55, 56]. Transforming Growth Factor-3 (TGF-R) und IL-10 wirken dagegen
hemmend und mindern somit die Expression von HLA-DR [57, 58]. Die Veranderung
der Expression von HLA-DR auf Monozyten, insbesondere ausgeldst durch
Operationen und schwere Verletzungen, und die damit verbundenden Folgen fur den
Patienten sind Forschungsgegenstand vieler klinischer Studien und sollen im folgenden
Abschnitt naher erlautert werden [30, 44, 59-62].

3.5 HLA-DR auf Monozyten

Kawasaki et al. gehen der Frage nach, wie sich operativer Stress auf das Immunsystem
auswirkt und sich die Expression von HLA-DR auf Monozyten verandert. So konnten sie
in ihrer Studie zeigen, dass die monozytdre HLA-DR-Expression bereits kurz nach
Beginn einer Operation rapide abnahm und erst am siebten postoperativen Tag ein
vollstandiger Wiederanstieg erreicht wurde. Die Autoren schlussfolgern, dass die
Abnahme Ausdruck einer postoperativen Immunsuppression sein kénnte [44]. Doch
nicht nur operativer Stress kann die HLA-DR-Expression auf Monozyten supprimieren,
sondern ebenso Stress, der durch schwere Verletzungen oder etwa eine akute
Pankreatitis ausgeldst wird [59, 60, 63].

Einem weiteren wichtigen Aspekt gehen Allen et al. in ihrer Studie nach [64]. Sie
untersuchten die Expression von HLA-DR auf Monozyten bei Kindern nach
herzchirurgischer Operation mit kardiopulmonalem Bypass (CPB) in Hinblick auf das
Risiko der Entwicklung einer Sepsis oder eines SIRS. Postoperativ zeigten alle Kinder
eine Abnahme der monozytdren HLA-DR-Expression, wobei die Kinder mit der

prozentual geringsten Expression von HLA-DR ein erhohtes Risiko flr die Entstehung
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einer Sepsis oder eines SIRS aufwiesen [64]. Auch bei Patienten mit akuter Pankreatitis
erwies sich eine starke Reduktion der monozytdren HLA-DR-Expression als ein
zuverlassiger Indikator fur die Entwicklung einer Sepsis [65]. Lukaszewic et al.
schlussfolgern, dass inshesondere ein ausbleibender Wiederanstieg mit dem Risiko
einer Infektion assoziiert sein konnte. In ihrer Studie zeigten Patienten, die aufgrund
unterschiedlichster Diagnosen auf einer Intensivstation behandelt wurden, initial alle
eine verminderte HLA-DR-Expression. Die Autoren konnten nachweisen, dass ein
ausbleibender Wiederanstieg der monozytdren HLA-DR-Expression mit dem Risiko
einer im Verlauf auftretenden sekundaren Infektion in Verbindung steht [30]. Zu diesem
Ergebnis kommen auch Venet et al. in ihrer Studie an Patienten mit schweren
Verbrennungen. Patienten entwickelten im Verlauf haufiger eine Sepsis, wenn sich ab
dem vierten bis finften Tag kein Wiederanstieg der monozytaren HLA-DR-Expression
zeigte [66].

Die Ergebnisse anderer Studien legen nahe, dass ein Wiederanstieg der monozytaren
HLA-DR-Expression nicht nur eine Infektion verhindern, sondern auch den Verlauf einer
bereits bestehenden Infektion positiv beeinflussen kann. So zeigten bereits an einer
Sepsis bzw. einem septischen Schock erkrankte Patienten ein deutlich schlechteres
klinisches Ergebnis und eine hdhere Letalitat, wenn ein Wiederanstieg der monozytaren
HLA-DR-Expression ausblieb [67, 68]. Ebenso zeigen mehrere Studien, dass es bei
Patienten, die an einer akuten Infektion erkrankt waren, insbesondere dann zu einem
schweren bzw. letalen Krankheitsverlauf kam, wenn die monozytare HLA-DR-

Expression bei ihnen stark reduziert war [69-71].

Neben der diagnostischen Anwendung zum Immunmonitoring von Hochrisikopatienten
bietet das Wissen Uber die monozytdre HLA-DR-Expression auch einen Ansatzpunkt
zur therapeutischen Intervention [28, 72—75]. Meisel et al. verabreichten GM-CSF an
Patienten, die an einer Sepsis erkrankt waren und bei denen eine Suppression der
monozytaren HLA-DR-Expression bekannt war. Unter dieser Therapie zeigte sich ein
Wiederanstieg der monozytaren HLA-DR-Expression. Die maschinelle Beatmung
konnte bei diesen Patienten im Vergleich zur Placebo-Gruppe friher beendet und die

Patienten schneller auf eine Normalstation verlegt werden [56]. Zu einem &hnlichen
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Ergebnis kommen auch Ddcke et al. Sie behandelten ebenfalls an einer Sepsis
erkrankte Patienten. Allerdings verwendeten sie zur in vivo-Stimulation den Botenstoff
IFN-y. Auch unter dieser Therapie kam es zu einem Wiederanstieg der HLA-DR-
Expression auf Monozyten. Die mit IFN-y behandelten Patienten zeigten ein
verbessertes klinisches Ergebnis [45]. Das bessere Wissen Uber pathophysiologische
Vorgange des Immunsystems stellt somit zusatzlich zu einer méglichen diagnostischen
Anwendung auch eine Mdglichkeit dar, neue therapeutische Ansétze zu verfolgen und

zu installieren.

Auch in Bezug auf die Expression von HLA-DR auf AM liegen erste Studienergebnisse
vor. Eine klinische Studie an Gber 100 Patienten zeigte, dass die Expression von HLA-
DR auf AM bei Patienten mit Pneumonie signifikant geringer war als bei Patienten ohne
Pneumonie [76]. Diese Ergebnisse werden unterstutzt durch eine Studie von Muehlsted
et al., die eine Korrelation zwischen der Inzidenz nosokomialer Pneumonien und einer
verlangerten Reduktion  der HLA-DR-Expression auf AM bei Schwerverletzten

nachweisen konnten [77].

3.6 Toll-like-Rezeptoren auf AM

Toll-like-Rezeptoren (TLR) stellen neben HLA-DR-Rezeptoren eine weitere wichtige
Gruppe von Oberflachenrezeptoren auf AM dar. Toll-like-Rezeptoren sind essentiell fur
die  Bekampfung pathogener Keime [78]. Sie werden auch als
Mustererkennungsrezeptoren (PRRs) bezeichnet. Sie sind Teil des unspezifischen
Immunsystems und kommen vor allem auf der Oberflache antigenprasentierender
Zellen vor. TLR spielen eine entscheidende Rolle in der Erkennung pathogen-
assoziierter molekularer Muster (PAMPs). Diese Strukturen sind essentiell fur das
Uberleben von Bakterien und daher vor Veranderungen durch Mutation geschiitzt. Das
bekannteste Beispiel fiir ein solches Pathogen ist das hochpotente Toxin LPS, das ein

Bestandteil der auReren Membran gram-negativer Bakterien ist [27, 79, 80].
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Zwei wichtige Vertreter der TLR-Gruppe sind TLR2 und TLR4. TLR2 bildet die
Leitstruktur zur Erkennung gram-positiver Bakterien, z.B. Uber Peptidoglykan (PepG)
[81, 82]. TLR4 erkennt dagegen vor allem gram-negative Bakterien, z.B. tber den
TLRA4-Liganden LPS. Durch Bindung von LPS an TLR4 wird die sofortige Freisetzung
proinflammatorischer Zytokine wie TNF-a, IL-113, IL-6 und IL-8 ausgel6st [16, 27, 81, 83,
84]. Zeitlich versetzt erfolgt zusatzlich die Sekretion von antiinflammatorischen
Zytokinen wie IL-10 [85]. So konnten Versuche an Knockout-Mausen ohne TLR4
zeigen, dass die Makrophagen dieser Mause nach in vitro-Stimulation mit LPS deutlich
weniger TNF-a synthetisierten als Mause mit TLR4. Dies werten die Autoren als
Zeichen einer verringerten Reaktionsfahigkeit gegentber LPS [86]. Auch Takeuchi et al.
fuhrten Untersuchungen an Knockout-Mausen durch. Hier zeigte sich, dass
Makrophagen von Mausen ohne TLR2 weniger TNF-a produzierten, wenn sie in vitro
mit Zellwandbestandteilen gram-positiver Bakterien stimuliert wurden. Andererseits
zeigten die Mause ohne TLR2 eine unveranderte Reaktionsfahigkeit gegentber LPS
[81]. Toll-like-Rezeptoren sind daher essentiell fur die frihzeitige Erkennung einer
Infektion durch gram-positive oder gram-negative Bakterien [79].

Dass vor allem TLR4 bei der pulmonalen Immunabwehr respiratorischer gram-negativer
Bakterien eine elementare Rolle spielt, wird durch mehrere Studien unterstrichen. So
infizierten Branger et al. gesunde Mause und Knockout-M&use (mit mutiertem,
funktionslosem TLR4) intranasal mit gram-negativen Bakterien (Klebsiella pneumoniae).
Die Lungen der Knockout-Mause erhielten deutlich mehr Bakterien und das Uberleben
dieser Mause zeigte sich signifikant verkirzt. Die Ergebnisse legen nahe, dass TLR4 zu
einer schitzenden Immunantwort bei durch Klebsiella pneumoniae ausgeldsten
Atemwegsinfektionen beitragt [87]. Die entscheidende Bedeutung von TLR4 bei der
Vermittlung einer wirksamen Immunantwort in Bezug auf pulmonale Infektionen durch
gram-negative Erreger zeigt ferner eine Studie von Wang et al. Das pulmonale
Wachstum von intranasal applizierten Haemophilus influenzae Bakterien war bei
M&ausen ohne TLR4 erh6ht und die Konzentration proinflammatorischer Zytokine (IL-1f3,
IL-6 und TNF-a) in der bronchoalveolaren Flissigkeit reduziert. Intrapulmonale

neutrophile Granulozyten waren bei diesen Mausen nicht nachweisbar [88].
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Auch in Bezug auf den Menschen gibt es erste Forschungsergebnisse beziglich der
Entstehung bakterieller Infektionen im Zusammenhang mit genetischen Mutationen von
Toll-like-Rezeptoren. Arbour et al. lieRen Probanden LPS inhalieren und konnten
anhand der Reaktion der Atemwege zeigen, dass auch beim Menschen Mutationen im
TLR4-Gen mit einer unterschiedlichen Reaktionsfahigkeit auf LPS assoziiert sind [89].
Bei Intensivpatienten fihrten Mutationen im TLR4-Gen signifikant haufiger zu
Infektionen mit gram-negativen Erregern als bei Patienten ohne diese Mutationen [90].
Auch Untersuchungen an Patienten im septischen Schock geben Hinweise darauf, dass
bei Patienten mit Mutation im TLR4-Gen das Risiko fur einen septischen Schock durch
gram-negative Bakterien erhéht sein kdnnte [91]. Menschen mit Mutationen im TLR2-
Gen zeigten dagegen ein verringertes Ansprechen gegentber bakteriellen Peptiden
gram-positiver Bakterien wie Treponema pallidum und Borrelia burgdorferi sowie eine

Disposition zur Infektion mit Staphylokokken und Tuberkulose [91-94].

Zusammenfassend zeigen diese Studien die besondere Rolle, die TLR4 und TLR2 in
der Entstehung einer bakteriellen Pneumonie spielen. In unserer Studie haben wir
daher untersucht, ob operativer Stress die Expression von TLR2/4 auf AM verandert
und dadurch die Entstehung einer postoperativen Pneumonie begunstigt wird. Dabei
kann an erste Studien angeknUpft werden, die zeigen, dass die Expression von TLR2
und TLR4 auf Monozyten durch operativen Stress beeinflusst wird [82, 95-97]. So
untersuchten Krejsek et al. Patienten vor und nach einer herzchirurgischen Operation
mit CPB. Direkt postoperativ zeigte sich zunachst eine Abnahme der TLR2- und TLR4-
Expression auf Monozyten, welche am ersten postoperativen Tag vollstdndig ricklaufig
war [95]. Es ist somit vorstellbar, dass es durch herzchirurgische Eingriffe auch zu einer

Veranderung der TLR2- und TLR4-Expression auf AM kommt.
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3.7 Zytokine in der bronchoalveolaren Fliussigkeit

Wie bereits unter 2.2 erlautert, haben Zytokine einen groRRen Einfluss auf die
Koordination der zellularen Immunantwort wéahrend der systemischen Immunmodulation
nach  operativen Eingriffen. Die systemische Konzentration pro- und
antiinflammatorischer Zytokine (IL-1R, IL-6, IL-8, TNF-a und IL-10) verandert sich in
dieser Situation stark [13, 18, 27, 28, 35, 98].

Es gibt Hinweise darauf, dass operativer Stress auch pulmonal zu ausgepragten
Veranderungen der bronchoalveoldren Konzentration pro- und antiinflammatorischer
Zytokine fuhrt. So konnten Kotani et al. in ihrer Studie an 80 Patienten zeigen, dass
Alveolarmakrophagen nach herzchirurgischem Eingriff mit CPB sowohl mit als auch
ohne LPS-Stimulation eine bis zu 3-fach héhere Produktion der proinflammatorischen
Zytokine IL-6, IL-8 und TNF-a aufwiesen als dies vor der Operation der Fall war.
Zusatzlich zeigte sich die Produktion der Zytokine durch AM im Vergleich zur
systemischen Produktion durch Monozyten nach der Operation deutlich erhéht [99].
Auch Muehlstedt et al. gehen davon aus, dass es nach schwerem Trauma pulmonal zu
einer ausgepragten proinflammatorischen Reaktion kommt. Sie untersuchten Patienten
nach schwerem Trauma und konnten zeigen, dass die in der bronchoalveolaren
Flissigkeit gemessene Konzentration der Zytokine IL-6, IL-8 und IL-10 nach stationarer
Aufnahme deutlich zunahm. IL-6 und IL-8 zeigten aul3erdem einen signifikant hoheren

Wert gegeniber den systemisch gemessenen Werten [100].

Weitere Studien lassen den Einfluss einer erhéhten bronchoalveoldaren Konzentration
pro- und antiinflammatorischer Zytokine auf den klinischen Verlauf schwerer
Erkrankungen vermuten. So war eine postoperativ erhdhte bronchoalveolare IL-6-
Konzentration in einer Studie an herzchirurgischen Patienten mit einer erhdhten
Morbiditat assoziiert [101]. Ferner konnte die Entstehung einer nosokomialen
Pneumonie in Verbindung gebracht werden mit einer in der bronchoalveoléaren

Flissigkeit gemessenen erhdhten Konzentration von IL-8 und IL-10 [77].
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Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass operativer Stress zu einer ausgepragten
pulmonalen Immunmodulation fihrt und Alveolarmakrophagen als Hauptproduzenten

pro- und antiinflammatorischer Zytokine hierbei eine entscheidende Rolle spielen.

3.8 Fragestellung

Ziel dieser Arbeit ist es, Veranderungen der pulmonalen Immunabwehr anhand der
Funktion der Alveolarmakrophagen vor und nach herzchirurgischer Operation mit Herz-
Lungen-Maschine zu untersuchen und sie mit der Entstehung einer postoperativen
Pneumonie zu korrelieren. Daraus ergeben sich im Einzelnen folgende

Fragestellungen:

Priméare Fragestellung:

= |Ist die Expression von HLA-DR auf Alveolarmakrophagen nach

herzchirurgischen Operationen mit Herz-Lungen-Maschine vermindert?

= Verdndern herzchirurgische Operationen mit Herz-Lungen-Maschine die

Expression von TLR2 und TLR4 auf Alveolarmakrophagen?

= Zeigen Alveolarmakrophagen nach herzchirurgischen Operationen mit Herz-

Lungen-Maschine eine adaquate Reaktion auf eine in vitro-Stimulation mit LPS?
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Sekundare Fragestellung:

» Stehen diese Veranderungen der HLA-DR- und TLR2/4-Expression sowie der
Reaktionsfahigkeit von Alveolarmakrophagen gegeniber einer in vitro-LPS-
Stimulation in einem Zusammenhang mit der Entwicklung einer

postoperativen Pneumonie?
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4 Material und Methoden

4.1 Material

4.1.1 Gerate

Bezeichnung

Hersteller, Firmensitz

Zentrifuge BR 3.11
Kuhlzentrifuge CR 4.22
Zentrifuge Z 160 M
Zentrifuge 5810/5810 R
Brutschrank

Klhlschrank, Herafreeze
Sicherheitsbank, HERAsafe
Vortexer, Mixer 5432
Vakuumpumpe, Laboport
Pipetten, verschiedene Volumina
Neubauer Zdhlkammer
FACS-Calibur

FACS-Canto

4.1.2 Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung

Jouan, Unterhachingen, Deutschland
Jouan, Unterhachingen, Deutschland
Hermle, Wehingen, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Heraeus, Hanau, Deutschland
Heraeus, Hanau, Deutschland
Heraeus, Hanau, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
KNF Neuberger, New Jersey, USA
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
LO-Laboroptik, Friedrichsdorf, DE
Becton Dickinson, New Jersey, USA
Becton Dickinson, New Jersey, USA

Hersteller, Firmensitz

EDTA Vacutainer-Réhrchen

Heparin Vacutainer-Réhrchen

Zellsieb, Falcon Cell Strainer

Rohrchen 50 ml, Falcon Conical Tubes
Roéhrchen, Micronic Tubes

Réhrchen, Safe-Lock Tubes, 1,5 mi
R6hrchen, Safe-Lock Tubes, 1,5 ml, biopur
Pipettenspitzen, 1000 pl u. 100 pl
Pipettenspitzen, 1000 pl u. 100 pl, biopur

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg
Becton Dickinson GmbH, Heidelberg
Becton Dickinson, New Jersey, USA
Becton Dickinson, New Jersey, USA
Micronic, Lelystad, Niederlande
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
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4.1.3 Software

Bezeichnung

Hersteller, Firmensitz

CellQuest

FACS-Comp
QuantiCALC

SPSS 21.0 fur Windows

4.1.4 Antikorper

Bezeichnung

Becton Dickinson, New Jersey, USA
Becton Dickinson, New Jersey, USA
Becton Dickinson, New Jersey, USA
SPSS, Inc., Chicago, USA

Hersteller, Firmensitz

CD2 FITC
CD3 PE
CD14 APC
CD16 FITC
CD19 PE
CD45 PerCP
TLR2 FICT
TLR4 PE
lgG2a FICT
lgG2a PE
QuantiBrite Anti-HLA-DR PE

QuantiBrite Anti-Monocyte PerCP-Cy5.5

Cytometric Bead Array
QuantiBrite PE-Kit
CaliBrite Beads-Kit

Antikorper-Mix

Becton Dickinson, New Jersey, USA
Becton Dickinson, New Jersey, USA
Becton Dickinson, New Jersey, USA
Becton Dickinson, New Jersey, USA
Becton Dickinson, New Jersey, USA
Becton Dickinson, New Jersey, USA
Becton Dickinson, New Jersey, USA
Becton Dickinson, New Jersey, USA
Becton Dickinson, New Jersey, USA
Becton Dickinson, New Jersey, USA
Becton Dickinson, New Jersey, USA
Becton Dickinson, New Jersey, USA
Becton Dickinson, New Jersey, USA
Becton Dickinson, New Jersey, USA
Becton Dickinson, New Jersey, USA

Zusammensetzung

Antikorper-Mix Differenzierung
Vollblut, Ansatz fir 1 ml

Antikdrper-Mix Differenzierung BAL-
Zellsuspension, Ansatz fur 25 pl

150 yl CD2 FITC + 36 ul CD3 PE + 100 ul
CD14 APC + 100 pl CD16 FITC + 100 pl CD19
PE + 150 pl CD45 PerCP und 364 pl FACS-
Pufferlésung

5 ul CD3 PE + 5 ul CD14 APC + 5 ul CD16
FITC + 10 pl CD45 PerCP
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Antikorper-Mix Zusammensetzung

Antikdrper-Mix TLR2 BAL- 5 pl CD14 APC + 10 pl CD45 PerCP + 5 pl
Zellsuspension, Ansatz fur 25 pl TLR2 FITC + 5 pl IgG2a PE

Antikorper-Mix TLR4 BAL- 5 pl CD14 APC + 10 pl CD45 PerCP + 5 pl
Zellsuspension, Ansatz fur 25 pl TLR4 PE + 5 ul IgG2a FITC

4.1.5 Chemikalien und Biochemikalien

Bezeichnung Hersteller, Firmensitz
FACS-Lysing-Solution Becton Dickinson, New Jersey, USA
LPS Sigma-Aldrich, Heidelberg, Deutschland
NaCl 0,9% (steril) B. Braun, Melsungen, Deutschland
PBS Apotheke Charité, Berlin, Deutschland
RPMI 1640, ohne L-Glutamine PAA Laboratory, Pasching, Osterreich
L-Alanyl-L-Glutamine Biochrom, Berlin, Deutschland
Penicillin/Streptomycin (10.000U/ml

/10.000 pg/ml) Biochrom, Berlin, Deutschland

FCS Biochrom, Berlin, Deutschland

4.1.6 Puffer und Losungen

Bezeichnung Zusammensetzung

Losung zur Zelllyse FACS-Lysing-Solution im Verhaltnis
1:10 mit aqua destillata verdtinnt

FACS-Pufferlosung Herstellung 1Liter 20 ml (2%) FCS (30 Minuten auf 56°C

erhitzt und hitzeinaktiviert); 1g (0,1%)
Natriumacid (NaN3); mit
phosphatgepufferter Salzlésung (PBS)
auf 1 Liter auffillen
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RPMI-1640-Komplett-Medium Herstellung 440 ml RPMI 1640, ohne L-Glutamine;

500 ml 50 ml (10%) FCS; 5 ml (1%)
Penicillin/Streptomycin; 5 ml (1%) L-
Alanyl-L-Glutamine

Bezeichnung Zusammensetzung
LPS-Stammldsung fur die Ansatze mit LPS wird mit RPMI 1640 Komplett-
Vollblut Medium angesetzt und auf eine

Konzentration von 500 pg/ml verdinnt.

LPS-Stammldsung fur die Ansatze mit BAL- LPS-Stammldsung fir Vollblut-Anséatze

Zellsuspension wird durch die Zugabe von RPMI 1640
Komplett-Medium auf eine
Konzentration von 120 ng/ml verdinnt.

4.2  Studiendesign

Bei der vorliegenden Arbeit handelt es sich um eine prospektive klinische Pilotstudie.
Sie wurde durchgefiihrt an der Charité-Universitatsmedizin Berlin in Zusammenarbeit
mit der Klinik fir Anasthesiologie mit Schwerpunkt operative Intensivmedizin, dem
Institut fir Medizinische Immunologie und der Klinik fur kardiovaskuléare Chirurgie.

4.3 Patientenkollektiv

Nach Freigabe durch die zustandige Ethikkommission der Charité-Universitatsmedizin
zu Berlin (Ethiknummer: EA1/192/05) erfolgte von Juli 2006 bis Mai 2007 der
Einschluss von 33 Studienpatienten. Eine ausfiihrliche mundliche und schriftliche

Aufklarung der Patienten tUber den Ablauf, das Ziel und die Risiken der Studie erfolgte
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am Vortag der geplanten Operation im Rahmen der regularen anasthesiologischen
Pramedikationsvisite bzw. des Aufklarungsgespraches uber die Durchfihrung der
bevorstehenden Allgemeinanésthesie. Die Patienten hatten zu jedem Zeitpunkt die
Moglichkeit ithre Einwilligung zu widerrufen. Aufgrund der teils geringen Zellzahl der
durch die bronchoalveolare Lavage (BAL) gewonnenen AM konnten nicht alle
Messungen (HLA-DR, TLR2/4 und Zytokine TNF-a, IL-6, IL-1B, IL-8, IL10) an allen
Proben durchgefuhrt werden, so dass die GroRBe der Patientengruppe bei den

Versuchen variiert.

4.3.1 Einschlusskriterien und Ausschlusskriterien

Fir die Aufnahme der Patienten in unsere Studie mussten folgende Einschlusskriterien
erfullt sein: Vorlage der schriftlichen Einwilligung, Alter des Patienten tber 18 Jahre und
stationare Aufnahme zur elektiven Koronararterien-Bypass-Operation (,coronary artery
bypass grafting“, CABG).

Nicht in die Studie aufgenommen werden konnten Patienten, auf welche eins oder
mehrere der folgenden Ausschlusskriterien zutraf: Fehlende Vorlage einer schriftlichen
Einwilligung, Alter des Patienten jlinger als 18 Jahre, aktuell bestehende
Schwangerschaft, vorbestehende Lungenerkrankung mit ambulantem Sauerstoffbedarf,
Leberinsuffizienz ~ (Child-Pugh-Kriterien, Stadium > B), HIV-Infektion, Therapie mit
Corticosteroiden, Zustand nach Organtransplantation sowie praoperative Zeichen einer

Infektion nach den Kriterien des Center of Disease Control (CDC).
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4.4  Studienaufbau

4.4.1 Standards der Anasthesie und des perioperativen Monitorings

Etwa eine Stunde vor Einleitung der Narkose wurde den Patienten Midazolam als
Pramedikation verabreicht. Alle Studienpatienten erhielten fir die Operation
entsprechend der Standards der Klinik fir Anasthesie und operative Intensivmedizin der
Charité Campus Mitte das gleiche anasthesiologische Verfahren bzw. die gleichen
anasthesiologischen Medikamente [102]. Die Einleitung der Narkose erfolgte zunachst
mit Etomidat, Fentanyl und Cis-Atracurium. Im weiteren Verlauf wurde die
Allgemeinanasthesie durch die kontinuierliche Gabe von Sevofluran und Fentanyl
fortgefuhrt. Vor Anschluss der HLM wurden Midazolam und Cis-Atracurium wiederholt

verabreicht.

Die maschinelle Beatmung erfolgte im druckkontrollierten Beatmungsmodus. Es wurde
eine Normoventilation mit einem endexpiratorisch gemessenen CO,-Partialdruck von
35-40 mmHg als Zielwert angestrebt. Zuséatzlich erfolgte eine regelméaiige Kontrolle der
arteriellen Blutgase. Das erweiterte perioperative Monitoring der Patienten bestand aus
folgenden invasiven und nicht-invasiven Geraten bzw. Methoden: Arteria radialis-
Katheter, Arteria femoralis-Katheter, zentraler Venenkatheter, Pulmonalarterienkatheter,
naso- oder orogastrale Sonde, transurethraler Blasenkatheter, 5-Kanal-EKG,

Pulsoxymetrie.

4.4.2 Extrakorporale Zirkulation mit HLM

Eine ausreichende Antikoagulation der Patienten zur extrakorporalen Zirkulation (EKZ)
wurde durch die Gabe von Heparin erreicht und Uber die Messung der Activated
Clotting Time kontrolliert. Zur Entwbhnung der EKZ wurden Dopamin und Nitro
eingesetzt. Das standardisierte Priming der HLM bestand aus: 500 ml kristalloider
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Lésung, 500 ml 10%iger Hydroxyethylstarke-L&sung, Aprotinin (50.000 klU/kg), Heparin
(8000 L.E.), 20 ml 20%iger Mannitol-Lésung und Methylprednisolon (1 g). Die Perfusion
und Oxygenierung des Organismus erfolgten nach Anschluss an die HLM durch non-
pulsatilen Blutfluss mittels einer Zentrifugalpumpe und durch die Verwendung eines
Kapillarmembranoxygenators. Als Richtwert wurde ein mittlerer arterieller Blutdruck
(MAD) von 60 mmHg angestrebt. Bei einem MAD unter 60 mmHg erfolgte bolusweise
die Gabe von Noradrenalin. Die Kérpertemperatur, gemessen uber den Blasenkatheter,
wurde wahrend der Zeit der EKZ zwischen 35,5 und 36°C gehalten. Intermittierend
wurde zur myokardialen Protektion warme Blutkardioplegie in die nach distal

abgeklemmte Aorta ascendens infundiert [103, 104].

4.4.3 Postoperative Uberwachung auf der Intensivstation

Postoperativ erfolgte eine standardisierte intensivmedizinische Uberwachung der
Patienten fur mindestens 24 Stunden. Nach Beendigung der Operation und Verlegung
auf die Intensivstation wurde die Sedierung mit Propofol aufrechterhalten und die
maschinelle Beatmung fortgefiihrt, bis sich die Vitalparameter stabilisierten und evitl.
Blutungskomplikationen behandelt wurden. Die medikamentdse Unterstitzung des
Herz-Kreislauf-Systems erfolgte mit Dopamin und Nitro. Zur Thromboseprohylaxe
erhielten die Patienten Acetylsalicylsaure und Heparin. Nach einer postoperativen
Beobachtungszeit wurde die Sedierung ausgestellt und die Patienten frihestmdglich
extubiert. Sobald die Patienten nach Extubation in einem Kklinisch stabilen Zustand
waren, erfolgte am kommenden Tag die Verlegung auf die Uberwachungsstation. Alle
Patienten erhielten vor und nach dem chirurgischen Eingriff eine antibiotische
Prophylaxe mit Cefuroxim.

Wahrend des Aufenthaltes auf der Intensivstation wurden die Patienten regelmallig in
Hinblick auf die Entwicklung einer postoperativen Pneumonie untersucht. Hierfar

wurden Klinische und laborklinische Infektionsparameter erhoben sowie Réntgenbilder
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des Thorax angefertigt. Ob bei einem Patienten eine postoperative Pneumonie vorlag,
wurde mit Hilfe der Kriterien des CDC ermittelt. Die Voraussetzungen fir die

Bestatigung einer klinischen Pneumonie sind im Folgenden aufgefihrt.

Klinisch definierte Pneumonie: Mindestens eines der folgenden Zeichen lasst sich
wiederholt bei Rontgenuntersuchungen des Thorax nachweisen:

- Neues oder progressives und persistierendes Infiltrat
- Verdichtung

- Kavernenbildung
und mindestens eines der folgenden Zeichen:

- Leukozytose (= 12.000 /mm3) oder Leukopenie (< 4000 /mm3)
- Fieber > 38 °C ohne andere Ursache

- Verwirrtheit ohne andere Ursache bei Pat. 2 70 Jahre
und mindestens zwei der folgenden Zeichen:

- Neues Auftreten von eitrigem Sputum/Trachealsekret oder Veranderung des
Sputums/Trachealsekrets (Farbe, Konsistenz, Geruch) oder vermehrte
respiratorische Sekretion oder vermehrtes Absaugen.

- Neuer oder zunehmender Husten oder Dyspnoe oder Tachypnoe.

- Rasselgerausche oder bronchiales Atemgerausch.

- Verschlechterung des Gasaustausches (z.B. erhohter Sauerstoffbedarf, neue

Beatmungsnotwendigkeit).

4.4.4 Entnahme der Blutproben

Die Gewinnung der Blutproben erfolgte tGber den arteriellen Zugang in der linken Arteria

radialis. Die Abnahme wurde zu zwei verschiedenen Zeitpunkten durchgefihrt. Die
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erste Blutentnahme erfolgte unmittelbar nach Narkoseeinleitung und vor der ersten
BAL. Es wurde jeweils ein Ethylendiamintetraessigsaure-Rohrchen (EDTA-R6hrchen)
und ein Heparin-Roéhrchen abgenommen. Die zweite Enthnahme erfolgte zwei Stunden
nach Beendigung des CPB.

4.4.5 Durchfuhrung der BAL

Die Durchfihrung der BAL zur Gewinnung der AM wurde zu zwei unterschiedlichen
Zeitpunkten vorgenommen. Die praoperative BAL erfolgte kurz nach Einleitung der
Narkose. Die Patienten waren zu diesem Zeitpunkt bereits sediert, muskelrelaxiert und
intubiert. Die postoperative BAL erfolgte zwei Stunden nach Beendigung des CPB.
Wahrend der BAL wurden die Patienten mit einer inspiratorischen Sauerstofffraktion
(FiO2) von 1.0 beatmet. Zur Sicherheit der Patienten wurde vor und nach jeder BAL
eine arterielle Blutgasanalyse (BGA) durchgefuhrt. Wahrend der ersten BAL wurde der
Mittellappen des rechten Lungenfliigels aufgesucht und mit einer Menge von ca. 100 ml
einer isotonen Kochsalzlosung (NaCl 0,9%) lavagiert. Wahrend der zweiten BAL
erfolgte die Spulung der Lingula des linken Lungenfliigels mit erneut 100 ml NaCl 0,9%.
Die Patienten waren zu diesem Zeitpunkt weiterhin sediert, muskelrelaxiert und

intubiert.

4.4.6 Separation der Zellen aus der BAL-Flussigkeit

Sofort nach Gewinnung der BAL-FlUssigkeit erfolgte die Weiterverarbeitung der Probe
unter einer mikrobiologischen Sicherheitsbank im Labor. Die zum Teil mit z&hem
Sputum vermengte Flissigkeit wurde zunachst tUber eine sterile Gaze grob gefiltert. Zur
Entfernung von Zelldebris aus der Probe erfolgte im né&chsten Schritt eine feinere
Filtration Gber ein Zellsieb mit einer PorengrofRe von 100 pm. Die hierdurch gewonnene
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Flussigkeit wurde fur 7 Minuten bei 60 g zentrifugiert, wobei auf die Bremse verzichtet
wurde. Der Uberstand wurde vorsichtig dekantiert und das sich am Rand bzw. am
Boden befindliche Zellpellet in RPMI-Komplett-Medium aufgenommen  bzw.
resuspendiert. Die Auszahlung der Zellen erfolgte mit Hilfe einer Neubauer
Zahlkammer. AnschlieBend wurde durch die weitere Zugabe von RPMI-Komplett-

Medium eine Konzentration der Lésung von 5 x 10° Zellen pro ml erstellt.

4.5 Immunologische Diagnostik

4.5.1 Durchflusszytometrische Messung

Das Durchflusszytometer (,Fluorescence-Activated-Cell-Sorter”, FACS) ermdglicht die
Unterscheidung von Zellen in Hinblick auf ihre Grol3e, Oberflachenbeschaffenheit und
intrazellularen Eigenschaften. Das Prinzip des Durchflusszytometers beruht auf der
Ausstrahlung monochromatischen Lichts durch einen Laser. Das Auftreffen der
Laserstrahlen auf eine Zelle erzeugt gestreute und reflektierte Strahlung und eine
Autofluoreszenz, welche fur die jeweilige Zelle spezifisch sind. Diese Strahlung wird
gemessen und lasst Aussagen uber die Eigenschaften der einzelnen Zelle zu. Das nach
vorne abgelenkte Vorwartsstreulicht ,Forwardscatter (FSC) stellt ein Maly fur die
ZellgroRe dar. Uber das in einem 90°-Winkel abgestrahlte Seitwértsstreulicht

,Sidescatter” (SSC) lasst sich die Zellgranularitat bestimmen [105].

Die durchflusszytometrische Messung der Zellen setzt eine Markierung der Zellen mit
Antikorpern voraus. Bei der extrazellularen direkten Markierung der Zellen werden
Oberflachenrezeptoren mit spezifischen Antikdrpern markiert. Diese Antikérper sind mit
Fluorochromen verschiedener Absorptions- und Emissionsspektren gekoppelt. Durch
die Bestrahlung mit monochromatischem Licht kommt es zu einer Anregung der
Fluorochrome, die als Folge Licht einer bestimmten Wellenlange emittieren. Das

Emissionsspektrum der verwendeten Fluorochrome reicht von ca. 500-700 nm. Die
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Intensitat des gemessenen Emissionslichtes ist proportional zur Zahl der gebundenen
Antikdrper und lasst somit Rickschlisse auf die Dichte der Expression der

verschiedenen Oberflachenrezeptoren zu.

Uberlappungen im Emissionsspektrum der Fluorochrome  fuhren zu
Fluoreszenziiberstrahlungen und somit zu Ungenauigkeiten in der Messung. Daher ist
es wichtig, dass die spektrale Uberstrahlung vor Beginn einer Messung durch
Kompensation korrigiert wird, so dass eine Zellpopulation gleichzeitig auf mehrere
Parameter untersucht werden kann. Dadurch ist eine Differenzierung von
Zellpopulationen anhand ihrer Oberflachenantigene mdglich. So konnten AM und

Monozyten differenziert und die HLA-DR- und TLR2/4-Expression bestimmt werden.

Die in unserer Studie zur Messung der HLAD-DR- und TLR2/4-Expression und zur
Quantifizierung der Zytokine verwendeten Fluorochrome waren: Fluorescein-
Isothiocyanat (FITC), Phycoerythrin (PE), Peridinin Chlorophyll Protein (PerCP) und
Allophycocyanin (APC).

4.5.2 Differenzierung mononuklearer Zellen

Zur flowzytometrischen Differenzierung und Zahlung der mononuklearen Zellen war
eine direkte Mehrfach-Markierung von Antigenen an der Zelloberflache notwendig. Als
Vorbereitung auf die flowzytometrische Messung erfolgte daher zunéachst die Farbung
der Zellen mit verschiedenen spezifischen Fluorochrom-gekoppelten Antikdrpern. Die
verwendeten Antikoérper zur Differenzierung der Zellen der Vollblutprobe waren: CD2-
FITC, CD3-PE, CD14-APC, CD16-FITC, CD19-PE und CD45-PerCP. Antikérper zur
Differenzierung der BAL-Zellsuspension waren: CD3-PE, CD14-APC, CD16-FITC und
CD45-PerCP. Es wurden jeweils 50 pl EDTA-Vollblut bzw. 50 pl BAL-Zellsuspension mit
20 pl bzw. 25 pl der jeweiligen spezifischen Antikorperldsung gemischt und bei 4°C in
Dunkelheit fiur 30 Minuten inkubiert. Zur Entfernung der Erythrozyten wurden die
Vollblutproben mit 500 pl einer verdinnten FACS-Lysing-Solution versetzt und bei
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Raumtemperatur 15 Minuten erneut inkubiert und danach bei 200 g fur 5 Minuten
zentrifugiert. Der Uberstand wurde bis auf ein Restvolumen von 100 pl mit einer
Vakuumpumpe abgesaugt und die Probe erneut gut gemischt. Um Uberschissige
Antikorper zu entfernen, wurden alle Proben mit jeweils 1 ml FACS-Pufferldsung
gewaschen, bei 200 g fir 5 Minuten zentrifugiert und der Uberstand erneut bis auf 100
ul abgesaugt. Die Lagerung der Proben aus BAL-Zellsuspension erfolgte bis zu Beginn
der Messung auf Eis und die der Vollblutproben bei 4°C. Gemessen wurden die Proben
mit einem FACS-Calibur Durchflusszytometer und der dazugehorigen Software
CELLQuest.

4.5.3 Quantitative Bestimmung der HLA-DR-Expression

Fir die Bestimmung der HLA-DR-Rezeptoren pro Monozyt bzw. AM wurde BD
QuantiBrite Anti-HLA-DR/Anti-Monocyte verwendet. Diese Fertiglosung enthalt Anti-
HLA-DR-PE-Antikorper, die spezifisch an HLA-DR binden und so die Gruppe der
antigenprasentierenden Zellen markieren. Zusatzlich enthalt die Losung Anti-Monocyte
PerCP-Cy-5.5-Antikorper, welche spezifisch an CD14 binden und den Hauptteil der
Monozytenpopulation erkennen. Aufgrund der zusatzlichen Erkennung von CD64 durch
den an die Anti-Monozyten-Antikérper gekoppelten Farbstoff Cyanin kénnen sowohl
CD14 hell positive als auch CD14 schwach positive Monozyten sicher erkannt werden
[106]. Fur die Bestimmung der HLA-DR-Expression auf Monozyten wurde 50 ul EDTA-
Vollblut mit 20 pl QuantiBrite Anti-HLA-DR/Anti-Monocyte versetzt und bei
Raumtemperatur fur 30 Minuten in Dunkelheit inkubiert. Ebenso wurden 50 pl BAL-
Zellsuspension mit 2,5 pl QuantiBrite Anti-HLA-DR/Anti-Monocyte inkubiert. Die Lyse
der Erythrozyten erfolgte wie bereits weiter oben beschrieben, wobei die Vollblutproben
in dieser Methode bei 4°C inkubiert wurden. Ebenso wurden alle Proben mit 1 ml
FACS-Pufferlosung gewaschen, nach dem bereits beschriebenen Verfahren zur

Analyse vorbereitet und bis zu Beginn der Messung auf Eis bzw. bei 4°C gelagert.
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Zur Vorbereitung auf die Messung erfolgte die aktuelle Kalibrierung und Einstellung des
FACS-Calibur-Durchflusszytometers mit dem CaliBRITE-Beads-Kit und der Software
FACSComp [107]. Zusétzlich erfolgte vor der Messung von HLA-DR eine Phyoerythrin-
Fluoreszenz-Quantifizierung mit dem  QuantiBrite-PE-Kit, um eine durch-
flusszytometrische Bestimmung von PE-gekoppelten Antikdrpern pro Zelle ,,Antibodies

bound per cell“ (ABC) zu ermdglichen [106].

Die auf Raumtemperatur aufgetauten Proben wurden am FACS-Calibur-
Durchflusszytometer mit dem Programm CellQuest gemessen und mit dem Programm
QuantiCALC ausgewertet. Die Ergebnisse wurden als durchschnittliche Anzahl

gebundener Antikérper pro Zelle angegeben.

4.5.4 Quantitative Bestimmung der TLR2/4-Expression auf AM

Zur Analyse der TLR2-Expression wurde eine Antikdrpermischung aus CD45-PerCP,
CD14-APC, TLR2-FITC und 1gG2a-PE verwendet. Fir die Messung der TLRA4-
Expression bestand die Antikdrpermischung aus CD45-PerCP, CD14-APC, TLR4-PE
und IgG2a-FITC. 25 ul des jeweiligen Antikdrpergemischs wurden mit 50 pl BAL-
Zellsuspension versetzt und bei 4°C inkubiert. Der weitere Versuchsablauf entspricht
der unter 4.4.2 und 4.4.3 bereits beschriebenen Methode. Die markierten Zellen wurden
bis zum Beginn der Messung auf Eis gelagert. Die Messung erfolgte ebenfalls mit dem
FACS-CaliburDurchflusszytometer und der Software CELLQuest.

4.6 LPS-Stimulation der Monozyten und AM

Grundlage dieser Methode ist die Bestimmung der Zellaktivitat durch die in vitro-

Stimulation von Zellen mit LPS, einem bakteriellen Endotoxin, und der damit
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verbundenen zellularen Produktion pro- und antiinflammatorischer Zytokinen. Wie auch
in den vorangegangenen Versuchen fanden alle Arbeitsschritte unter einer
mikrobiologischen Sicherheitsbank statt. Um eine vorzeitige Stimulation der Zelle zu
vermeiden, kamen ausschliel3lich Endotoxin-freie Pipettenspitzen und GeféalRe zum
Einsatz.

Zunachst wurden 50 pl Heparin-Vollblut mit 500 ul einer LPS-haltigen Losung mit der
Konzentration von 0,5 pg LPS / ml angesetzt. Die Stimulation der AM erfolgte mit 100 pl
BAL-Zellsuspensionen und 400 pl einer starker verdinnten LPS-L6sung (120 ng LPS /
ml). Die Versuchsansatze mit Vollblut und BAL-Zellsuspension wurden jeweils fur 4 und
24 Stunden in einem Brutschrank bei einer Temperatur von 37°C inkubiert. Danach
wurden die Proben bei 300 g fir 5 Minuten zentrifugiert und der so entstandene
Uberstand anschlieRend aliquotiert und bei -80° Grad gelagert. Die Analyse der Proben
erfolgte zu einem spéateren Zeitpunkt am FACS-Canto-Durchflusszytometer.

4.6.1 Quantitative Bestimmung der Zytokine

Die Zytokine wurden mit Hilfe des BD Cytometric Bead Array, einem Partikel-
Immunoassay (PIA) bzw. Multiplex-Immunoassay, markiert und mit dem FACS-Canto-
Durchflusszytometer gemessen. Das Prinzip des PIA entspricht einem quantitativen
Sandwich-Immunoassay. Die sogenannten ,beats®, die im PIA verwendet werden,
dienen als feste Phase, an die antigenspezifische Antikdrper gekoppelt sind. Ein
zweiter, nicht gebundener antigenspezifischer Antikdrper (Detektionsantikdrper) ist mit
einem Fluoreszenzfarbstoff gebunden. Voraussetzung fir die Durchfihrung ist die
Bindung der antigenspezifischen Antikdrper an unterschiedliche Epitope des zu
bestimmenden Zytokins. Aufgrund ihrer homogenen Gré3e und Struktur lassen sich die
,oeats” im FSC-SSC-Plot als Population erkennen. Uber die Starke des gemessenen

Fluoreszenzsignals, das sich in seiner Intensitat proportional zur Menge der
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gebundenen Fluorochrom-gekoppelten Antikérper darstellt, lasst sich die Konzentration
des zu bestimmenden Zytokins (TNF-a, IL-6, IL-1B, IL-8 und IL10) berechnen.

Erweitert wird der PIA mit dem so genannten Multiplex-Immunoassay, wie er auch in
unserer Studie Anwendung fand. Mit diesem Verfahren lassen sich verschiedene
Antigene, in unsererm Fall verschiedene Zytokine, gleichzeitig messen. Dazu werden
Populationen von ,beats” verwendet, die sich in bestimmten Eigenschaften voneinander
unterscheiden. Diese Eigenschaften missen mit dem Durchflusszytometer erfasst
werden koénnen. Zu diesen zahlen neben der GroRe vor allem die spezifische
Eigenfluoreszenz der jeweiligen ,beat-Population® [105]. Die Quantifizierung der
Ergebnisse erfolgte in pg/ Million Zellen. Als untere Nachweisgrenze fiur das jeweilige
Zytokin wurde festgelegt: 7,2 pg/ ml fur IL-1B, 2,5 pg/ ml fir IL-6, 3,6 pg/ ml fur IL-8, 2,8
pg/ ml fur IL-10 und 2,8 pg/ ml fur TNF-a. Messergebnisse, die unterhalb der jeweiligen
Nachweisgrenze lagen, wurden fir die statistische Auswertung als Null gewertet.

4.7 Statistische Verfahren

Aufgrund der begrenzten Fallzahl und der asymmetrisch verteilten Beobachtungen
werden in der vorliegenden Studie nichtparametrische statistische Methoden
verwendet. Die Ergebnisse werden als Median und IQR fur kontinuierliche Variablen
angegeben und als prozentuale Haufigkeit fir kategoriale Daten. Dabei wurde ein
Konfidenzniveau von 95% gewabhlt. Die Berechnung der Daten fir paarweise Vergleiche
erfolgte mit dem nichtparametrischen Wilcoxon-Test und fir unabhangige
Patientengruppen mit dem nichtparametrischen Mann-Whitney-U-Test. Um die relativen
Veranderungen (%) zwischen den Gruppen zu berechnen, wurden die Medianwerte
verwendet und ein p-Wert < 0,05 als statistisch signifikant gewertet. Aufgrund der
geringen Anzahl der Patienten in Gruppe 2 konnte keine statistische Auswertung
durchgefuhrt werden. Stattdessen erfolgte eine deskriptive Auswertung der

Absolutwerte als Median. Die statistische Auswertung wurde durchgefiihrt mit dem
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Software Package for Social Scienes, SPSS for Windows 21.0 (SPSS, Inc., Chicago, IL,
USA).
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5 Ergebnisse

51 Patientenkollektiv

Insgesamt wurden Blutproben und BAL-Flissigkeit von 33 Patienten gewonnen.
Retrospektiv erfolgte die Einteilung des Patientenkollektivs in zwei Studiengruppen:
Gruppe 1 (n=30): Patienten ohne postoperative Pneumonie; Gruppe 2 (n=3): Patienten

mit Pneumonie im postoperativen Verlauf.

Tabelle 1
Patientencharakteristika
Gruppe 1 (n = 30) Gruppe 2 (n = 3) p
Median IQR / Prozent Median IQR / Prozent
Alter, Jahre 67 59, 72 79 78, 84 0,006*
Geschlecht, m / w 2218 73% 1 27% 2/1 66% / 33% 0,88
Grolde, cm 171 164, 179 166 159, 170 0,26
Gewicht, kg 84 71,94 68 62, 81 0,1
BMI, kg/m2 27,5 25,5, 29,7 26,9 22,5, 28,03 0,45
Raucher 3 10% 0 0% 0,49
LVEF, % 55 50, 60 55 50, 66 0,75
Arterieller Hypertonus 28 93% 3 100% 0,88
COPD 2 7% 0 0% 0,88
Renale Insuffizienz 2 7% 1 33% 0,49
Diabetes mellitus 6 20% 1 33% 0,75

Die Zahlen sind als Median und IQR oder als absoluter Zahlenwert und Prozentzahl dargestelit.

* = gtatistisch signifikant (p-Wert < 0,05). Es wurde der Mann-Whitney-U-Test fur unabhéangige
Stichproben angewandt. Retrospektiv wurden die Patienten in zwei Gruppen geteilt. Gruppe 1 ohne
postoperative Pneumonie und Gruppe 2 mit postoperativer Pneumonie. M / w, ménnlich/weiblich; BMI,
Body-Mass-Index, Formel zur Berechnung: Kdrpergewicht in Kilogramm geteilt durch Kérpergrof3e in
Metern zum Quadrat; LVEF, Linksventrikulare Ejektionsfraktion; COPD, Chronisch obstruktive
Lungenerkrankung.

In Gruppe 2 waren alle Patienten Nichtraucher und bei keinem dieser Patienten lag eine
chronisch obstruktive Lungenerkrankung (COPD) vor. Jedoch war bei allen Patienten
der Gruppe 2 ein arterieller Hypertonus als Vorerkrankung bekannt. Ein Patient der

Gruppe 2 litt zusatzlich an einer renalen Insuffizienz und an einem Diabetes mellitus.
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Ein arterieller Hypertonus bestand bei 31 der insgesamt 33 Patienten und war damit die
haufigste bereits bestehende Vorerkrankung neben COPD (2 Patienten), renaler
Insuffizienz (3 Patienten) und Diabetes mellitus (7 Patienten). Die Verteilung der
Vorerkrankungen war zwischen den beiden Gruppen nicht statistisch signifikant.
Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den beiden Studiengruppen bestanden
fur die Parameter: Alter, Dauer der Operation, Dauer des HLM-Einsatzes, Dauer der
Beatmung, intraoperative Gabe von Blutprodukten, Dauer des ITS-Aufenthaltes und
Mortalitat. Die Patienten aus Gruppe 2 waren im Vergleich signifikant alter und die
Dauer der Operation, des HLM-Einsatzes und der Beatmung signifikant langer, ebenso
der ITS-Aufenthalt. Ferner war die Mortalitat hoher. Des Weiteren erhielten alle
Patienten der Gruppe 2 intraoperativ Bluttransfusionen (100 Prozent), in Gruppe 1

hingegen nur 7 Patienten (23 Prozent).

Sieben Patienten des gesamten Patientenkollektivs entwickelten im Verlauf eine
postoperative Infektion: vier Falle von Wundinfektion und drei Falle von postoperativer

Pneumonie. Die Inzidenz der postoperativen Pneumonie lag bei den 33

Tabelle 2
Intraoperative Werte
Gruppe 1 (n = 30) Gruppe 2 (n = 3) p
Median IQR / Prozent Median IQR / Prozent
Dauer der Anésthesie, 270 234, 318 360 330, 360 0,019*
Minuten
Dauer der Operation, 213 173, 244 275 275, 320 0,025*
Minuten
Dauer des HLM- 73 54, 99 125 101, 142 0,030*
Einsatzes, Minuten
Aortaklemmzeit, 41 32,61 58 40, 97 0,235
Minuten
Dauer der Beatmung, 13 11, 15 24 22,25 0,015*
Stunden
Intraoperative 7 23% 3 100% 0,025*

Bluttransfusion

Die Zahlen sind als Median und IQR oder als absoluter Zahlenwert und Prozentzahl dargestellt. * =
statistisch signifikant (p-Wert < 0,05). Es wurde der Mann-Whitney-U-Test fur unabhéngige Stichproben
angewandt. N/j, nein/ja; HLM, Herz-Lungen-Maschine.
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Studienpatienten somit bei 9%. Zwei der Patienten mit postoperativer Pneumonie
entwickelten im Verlauf eine schwere Sepsis mit septischem Schock und verstarben auf
der ITS. Der Beginn der postoperativen Pneumonie lag im Median am filinften

postoperativen Tag (Werte siehe Tabelle 1-3).

Tabelle 3
Postoperative Werte
Gruppe 1 (n = 30) Gruppe 2 (n =3) p
Median  IQR / Prozent Median IQR / Prozent
Postoperative Wundinfektion 4 13% 0 0% 0,75
Beginn Pneumonie, n/a n/a 5 4,5 n/a
postoperativer Tag
Sepsis 0 0% 2 67% 0,06
ITS-Aufenthalt, Tage 1 1,1 32 12, 47 0,00*

Die Zahlen sind als Median und IQR oder als absoluter Zahlenwert und Prozentzahl dargestellt. * =
statistisch signifikant (p-Wert < 0,05). Es wurde der Mann-Whitney-U-Test flr unabhéangige Variablen

angewandt. ITS, Intensivstation; n/a, nicht anwendbar.
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5.2  Zellzahlen nach Differenzialfarbung der Blutproben

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Auswertung der Blutproben von 33 Patienten
dargestellt. Die Zahl der Leukozyten lag préaoperativ bei allen Patienten im
Normbereich: 7,3 /ul (6,2 /ul — 8,8 /ul). Kurz nach der Operation stiegen die Leukozyten
erwartungsgemal statistisch signifikant an: 10,3 /pl (9,2 /ul — 13,8 /ul) (p-Wert =
0.001*). Dieser Trend setzte sich auch am ersten postoperativen Tag weiter fort
(bezogen auf die praoperativen Zellzahlen): 12.8 /ul (11.5 /ul - 14.2 /ul) (p-Wert =
0,001*). Im Detail betrachtet zeigten auch die prozentualen Anteile der Monozyten,
Lymphozyten und neutrophilen Granulozyten signifikante Veranderungen. Der Antell
der Monozyten und Lymphozyten zeigte sich postoperativ bei allen Patienten signifikant
vermindert. Dagegen war der Anteil neutrophiler Granulozyten signifikant erhoht. Die
Monozyten waren in Gruppe 2 ebenfalls stark abgefallen, die Anteile der Lymphozyten
und neutrophilen Granulozyten zeigten nach der Operation im Vergleich zu den
Ausgangswerten dagegen kaum Veranderungen (p-Wert = nicht anwendbar (n/a))
(Werte siehe Tabelle 4).

Tabelle 4

Zelldifferenzierung der Blutproben, Teilmengen in %

Zeitpunkt praoperativ postoperativ p
Median IQR Median IQR

Monozyten (n = 33) 8,0 6,7,9,9 4,0 2,6,57 0,001*

Gruppe 1 (n = 30) 7.9 6,7, 10,2 4,4 2,8,6,0 0,001*

Gruppe 2 (n = 3) 9,3 7,1,9,6 2,3 2,2,4,0 n/a

Lymphozyten (n = 33) 21,4 17,1, 30,3 7.4 5,8,11,9 0,001*

Gruppe 1 (n = 30) 21,6 17,5, 29,7 7,5 5,7,11,7 0,001*

Gruppe 2 (n = 3) 6,4 5,8,34,4 6,9 6,2, 10,2 n/a

Neutrophile Granulozyten 66,7 57,7,74,3 87,4 81,4,91,2 0,001*

n =33

ESruppe)l (n=30) 66,6 57,8, 74,0 87,2 80,4, 91,3 0,001*

Gruppe 2 (n = 3) 82,4 56,6, 83,5 88,9 87,4,91,3 n/a

Die Blutproben der gesamten Patientengruppe (n = 33) zeigten postoperativ eine signifikante Abnahme
der Monozyten und Lymphozyten, dagegen waren die neutrophilen Granulozyten signifikant
angestiegen. Die Zahlen sind als Median und IQR dargestellt. * = statistisch signifikant (p-Wert < 0,05).
Es wurde der Wilcoxon-Test fiur verbundene Variablen angewandt, um signifikante Unterschiede zu

berechnen. N/a, nicht anwendbar.
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Die Differenzierung der durch BAL gewonnen Zellen zeigte vor und nach der Operation
fur die gesamte Patientengruppe (n = 33) einen ahnlichen prozentualen Anteil fur

Monozyten, Lymphozyten und neutrophile Granulozyten. Postoperativ waren jedoch

signifikant weniger Alveolarmakrophagen nachweisbar (p-Wert = 0,018%).

In Gruppe 1 war postoperativ ein deutlicher Trend bezilglich der Abnahme des
prozentualen Anteils der AM festzustellen (p-Wert = 0,06). Auch in der Gruppe der
Patienten mit postoperativer Pneunomie (Gruppe 2) zeigte sich eine starke Reduktion

der AM und eine deutlich Zunahme der neutrophilen Granulozyten (p-Wert = n/a; Werte

siehe Tabelle 5).

Tabelle 5
Zelldifferenzierung der BAL-Proben, Teilmengen in %
Zeitpunkt praoperativ postoperativ p
Median IQR Median IQR
Alveolarmakrophagen (n = 33) 63,5 38,8, 76,5 52,2 21,5, 69,6 0,018*
Gruppe 1 (n = 30) 63,2 35,2, 73,0 53,4 22,0, 70,2 0,06
Gruppe 2 (n = 3) 77,1 56,7, 85,7 27,9 7,5,57,4 n/a
Monozyten (n = 33) 3,4 2,3,4,6 3,1 1,8,4,7 0,83
Gruppe 1 (n = 30) 3,3 2,3,4,2 3,2 2,0,4,7 0,758
Gruppe 2 (n = 3) 4,3 24,119 1,8 1,7,75 n/a
Lymphozyten (n = 33) 11,4 74,145 9,2 46,171 0,99
Gruppe 1 (n = 30) 11,5 7,7,15,7 9,9 5,7,19,2 0,673
Gruppe 2 (n = 3) 13,1 47,142 43 34,114 n/a
Neutrophile Granulozyten 10,6 3,1, 28,8 15,1 2,1, 46,7 0,088
n =33
ESruppe)l (n=30) 11,3 3,1,355 14,3 1,8,41,0 0,254
Gruppe 2 (n = 3) 4,8 3,1, 11,7 45,2 15,1, 82,7 n/a

Der Prozentsatz der Alveolarmakrophagen war fur die gesamte Patientengruppe (n=33) postoperativ
signifikant verringert. Die Zahlen sind als Median und IQR dargestellt. * = statistisch signifikant (p-Wert

< 0,05). Es wurde der Wilcoxon-Test fur verbundene Variablen angewandt, um signifikante

Unterschiede zu berechnen. N/a, nicht anwendbar.
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5.3 Expression von HLA-DR auf Monozyten und AM

Die Expression von HLA-DR auf Monozyten zeigte sich nach der Operation in der
gesamten Gruppe (n = 31) statistisch signifikant vermindert (p-Wert = 0,001*). Bei
Patienten ohne postoperative Pneumonie (Gruppe 1) (n = 28) sank die Expression von
MHLA-DR (monozytares HLA-DR) ebenfalls signifikant (p-Wert = 0,001*), und auch bei
Patienten mit postoperativer Pneumonie (Gruppe 2) (n = 3) waren die Absolutwerte der
mHLA-DR-Expression postoperativ deutlich vermindert (p-Wert = n/a). Im Vergleich der
beiden Gruppen war kein statistisch signifikanter Unterschied der praoperativen mHLA-
DR-Expression (p-Wert = 0,97) oder der postoperativen mHLA-DR-Expression (p-Wert
= 0,12) nachweisbar (Werte siehe Tabelle 6).

Tabelle 6

HLA-DR-Expression (Antikérper / Monozyt) auf Monozyten

Zeitpunkt praoperativ postoperativ p
Median IQR Median IQR

Gesamt (n = 31) 26.587 20.410, 31.478 13.996 11.724, 17.706 0,001*

Gruppe 1 (n=28) 26.266 20.646, 31.415 15.258 12.365, 18.580 0,001*

Gruppe 2 (n =3) 27.882 12.325, 34.088 10.292 10.288, 13.389 n/a

Die HLA-DR-Expression auf Monozyten zeigte sich postoperativ fir die gesamte Patientengruppe (n =
31) signifikant reduziert. Die Zahlen sind als Median und IQR dargestellt. * = statistisch signifikant (p-
Wert < 0,05). Es wurde der Wilcoxon-Test fur verbundene Variablen angewandt, um signifikante

Unterschiede zu berechnen. N/a, nicht anwendbar; HLA-DR, Human-Leukozyten-Antigen-DR.
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Abbildung 1: Expression von HLA-DR auf Monozyten, gesamte Patientengruppe

Dargestellt sind die Zahlen fur das gesamte Patientenkollektiv (n = 31). Die Werte der HLA-DR-
Expression auf Monozyten zeigen nach der Operation im Vergleich zu den Ausgangswerten eine
signifikante Abnahme (p-Wert = 0,001%*). Ausreil3er werden durch kleine Kreise, extreme Werte
durch ein Dreieck dargestellt. Die Boxplot-Diagramme reprasentieren jeweils Median und IQR. Es

wurde der Wilcoxon-Test fur verbundene Stichproben angewandt; *p-Wert < 0,05.
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Abbildung 2: Expression von HLA-DR auf Monozyten, Gruppe 1 und Gruppe 2

In Gruppe 1 sank die Expression von monozytdrem HLA-DR signifikant (p-Wert = 0,001*). Im
Vergleich beider Gruppen zeigte sich kein statistisch signifikanter Unterschied der pra- und
postoperativen Werte. Die Boxplot-Diagramme reprasentieren Median und IQR. AusreiRer
werden durch kleine Kreise, extreme Werte durch ein Dreieck dargestellt. Es wurde der Wilcoxon-
Test fur verbundene Stichproben angewandt und der Mann-Whitney-U-Test fiir unverbundene
Stichproben; *p-Wert < 0,05.
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In Bezug auf alle Patienten (n = 31) war die Expression von HLA-DR auf AM
postoperativ ebenfalls signifikant verringert (p-Wert = 0,001*). Sowohl Gruppe 1 als
auch Gruppe 2 zeigten eine starke Abnahme der HLA-DR-Expression auf AM. In
Gruppe 1 waren die postoperativen Werte fur HLA-DR auf AM statistisch signifikant
verringert (p-Wert = 0,002*) und auch in Gruppe 2 zeigte sich eine starke Reduktion der
postoperativen HLA-DR-Expression (p-Wert = n/a). Trotz der kleinen Patientenzahl in
Gruppe 2 lie3 sich ein Trend deutlich erkennen. Im Vergleich der beiden Gruppen
zeigte sich die Expression von HLA-DR auf AM in Gruppe 2 praoperativ verringert (p-
Wert = 0,20) und auch die postoperativ gemessenen Werte fur HLA-DR waren in
Gruppe 2 statistisch signifikant niedriger (p-Wert = 0,024*; Werte siehe Tabelle 7).

Tabelle 7

HLA-DR-Expression (Antikérper / AM) auf Alveolarmakrophagen

Zeitpunkt praoperativ postoperativ p

Median IQR Median IQR

Gesamt (n = 31) 985.234 698.683, 712.564 320.726, 941.120 0,001*
1.293.531

Gruppe 1 (n=28)  1.009.337 739.280, 736.306 430.604, 943.491 0,002*
1.294.545

Grupp 2 (n=3) 652.262 505.628, 985.234 106.139 42.434,417.111 nl/a

Die HLA-DR-Expression auf Alveolarmakrophagen zeigte sich postoperativ signifikant reduziert. In
Gruppe 2 waren die postoperativen Werte stark vermindert. Die Zahlen sind als Median und IQR
dargestellt. * = statistisch signifikant (p-Wert < 0,05). Es wurde der Wilcoxon-Test fur verbundene
Variablen angewandt, um signifikante Unterschiede zu berechnen. N/a, nicht verfligbar; HLA-DR,

Human-Leukozyten-Antigen-DR; AM, Alveolarmakrophagen.
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Abbildung 3: Expression von HLA-DR auf Alveolarmakrophagen, gesamte Patientengruppe

Dargestellt sind die Zahlen der HLA-DR-Antikorper pro AM der pré- und postoperativen Werte fur
die gesamte Patientengruppe (n = 31). Die Abnahme ist statistisch signifikant (p-Wert = 0,001%*).
Die Boxplot-Diagramme reprasentieren jeweils Median und IQR. Es wurde der Wilcoxon-Test fur

verbundene Stichproben angewandt; *p-Wert < 0,05.
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Abbildung 4: Expression von HLA-DR auf Alveolarmakrophagen, Gruppe 1 und Gruppe 2

Die postoperativ gemessenen Werte fir die Expression von HLA-DR zeigten sich in Gruppe 1
signifikant verringert (p-Wert=0,002%). Im Vergleich der beiden Gruppen waren die postoperativen
Werte in Gruppe 2 statistisch signifikant niedriger (p-Wert = 0,024*). Die Boxplot-Diagramme
reprasentieren Median und IQR. Es wurde der Wilcoxon-Test fur verbundene Stichproben

angewandt und der Mann-Whitney-U-Test flr unabhangige Stichproben; *p-Wert < 0,05

51



5 Ergebnisse

5.4 Expression von TLR2/4 auf AM

Die Messung der TLR2-Expression auf AM zeigte flr die gesamte Patientengruppe (n =
32) keinen signifikanten Unterschied im Vergleich der Werte vor und nach der
Operation (p-Wert = 0,31). Auch im Einzelnen betrachtet ergaben sich keine
signifikanten Veranderungen der pra- und postoperativen Werte in Gruppe 1 (p-Wert =
0,32) und Gruppe 2 (p-Wert = n/a) (siehe Tabelle 8).

Tabelle 8
TLR2- Expression (Antikorper / AM)
auf Alveolarmakrophagen

Zeitpunkte praoperativ postoperativ p
Median IQR Median IQR

Gesamt (n = 32) 55,2 46,0,81,9 52,1 41,2,72,0 0,31

Gruppe 1 (n =29) 59,3 51,0,84,5 52,2 41,4, 76,1 0,32

Gruppe 2 (n = 3) 42,9 34,6, 43,0 30,0 22,1,58,1 n/a

Die Werte der TLR2-Expresssion zeigten von pré- zu postoperativ keinen signifikanten Unterschied.
Die Zahlen sind als Median und IQR dargestellt. * = statistisch signifikant (p-Wert < 0,05). Es wurde der
Wilcoxon-Test fur verbundene Variablen angewandt, um signifikante Unterschiede zu berechnen. N/a,
nicht verfigbar; TLR, Toll-like-Rezeptor; AM, Alveolarmakrophagen.
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Das Ergebnis der préa- und postoperativen Messung von TLR4 zeigte ebenfalls keine
statistisch relevante Differenz im Vergleich der pra- und postoperativen Werte in Bezug
auf die gesamte Patientenpopulation (n = 32) (p-Wert = 0,77). In Gruppe 2 waren die
TLR4-Werte nach der Operation deutlich verringert (p-Wert = n/a). In Gruppe 1
hingegen blieben die Werte vor und nach der Operation unverandert ohne statistische
Relevanz (p-Wert = 0,15) (Werte siehe Tabelle 9).

Tabelle 9

TLR4-Expression (Antikérper / AM) auf Alveolarmakrophagen

Zeitpunkte praoperativ postoperativ p
Median IQR Median IQR

Gesamt (n = 32) 63,6 48,4,94,1 57,0 41,7,87,4 0,77

Gruppe 1 (n = 29) 64,6 48,9,97,9 58,2 43,7,89,8 0,15

Gruppe 2 (n = 3) 62,7 36,4, 75,2 33,8 33,8,36,1 nla

In Gruppe 2 zeigten sich die postoperativen Werte fir die Expression von TLR4 im Trend stark
reduziert. Die Zahlen sind als Median und IQR dargestellt. * = statistisch signifikant (p-Wert < 0,05). Es
wurde der Wilcoxon-Test fir verbundene Variablen angewandt, um signifikante Unterschiede zu

berechnen. N/a, nicht verfugbar; TLR, Toll-like-Rezeptor; AM, Alveolarmakrophagen.

Im Vergleich der beiden Gruppen zeigte sich ein bereits vor der Operation bestehender
statistisch signifikant niedrigerer Ausgangswert der TLR2-Expression in Gruppe 2 (p-
Wert = 0,027*%). Fur die Expression von TLR4 konnten wir diese bereits praoperativ
bestehende signifikante Differenz der Ausgangswerte jedoch nicht nachweisen.
Postoperativ zeigte sich die Expression von TLR4 in Gruppe 2 jedoch signifikant
reduziert (p-Wert = 0,041*) und auch die Werte fur die postoperative Expression von

TLR2 zeigten einen abnehmenden Trend (p-Wert = 0,21).
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Abbildung 5: Expression von Toll-like-Rezeptor 2 auf Alveolarmakrophagen

Im Vergleich der beiden Gruppen war die Expression von TLR2 auf AM in Gruppe 2 bereits
praoperativ signifikant verringert (p-Wert = 0,027*). Die Boxplot-Diagramme reprasentieren
Median und IQR. Ausrei3er werden durch kleine Kreise dargestellt. Es wurde der Wilcoxon-Test
fur verbundene Stichproben angewandt und der Mann-Whitney-U-Test fur unverbundene
Stichproben; *p-Wert < 0,05.
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Abbildung 6: Expression von Toll-like-Rezeptor 4 auf Alveolarmakrophagen

Die préaoperativen Werte der TLR4-Expression zeigten keinen Unterschied im Vergleich der
beiden Gruppen zueinander (p-Wert = 0,45). Hingegen zeigte sich die postoperative TLR4-
Expression in Gruppe 2 statistisch signifikant vermindert (p-Wert = 0,041*). Die Boxplot-
Diagramme reprasentieren Median und IQR. Es wurde der Wilcoxon-Test fur verbundene
Stichproben angewandt und der Mann-Whitney-U-Test fir unverbundene Stichproben; *p-Wert <
0,05.
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5.5  Zytokin-Produktion von Monozyten und AM nach LPS-Stimulation

Monozyten und AM wurden einmal fir 4 Stunden und einmal fur 24 Stunden mit LPS
stimuliert. Aufgrund der unterschiedlichen biologischen Aktivitat der Zellen sind die
Konzentrationen der Zytokine zu den Spitzenzeiten der jeweiligen Zytokin-Produktion
gemessen worden. Fur TNF-a sind daher die Ergebnisse nach 4 Stunden
Inkubationszeit angegeben, fiur IL-6, IL1B, IL-8 und IL-10 hingegen nach 24 Stunden.
Die Ergebnisse sind in der Einheit [pg / Mio. Zellen] angegeben.

Postoperativ zeigten die Monozyten eine abnehmende Empfindlichkeit gegeniiber LPS.
Nach der Operation waren die Werte der gesamten Patientengruppe (n = 26) fur alle
Zytokine vermindert, wobei die Werte fir TNF-a, IL-6, IL-18 und IL-8 statistisch
signifikant reduziert waren. In der Gruppe der Patienten mit postoperativer Pneumonie
(n = 3) zeigte sich postoperativ ebenfalls eine Abnahme der Zytokinsekretion von TNF-
a, IL-6, IL-1B und IL-8, aber nur die Sekretion von IL-113 war im Vergleich zur Gruppe 1
signigikant reduziert (p-Wert = 0,032*). Die Konzentration von IL-10 war in Gruppe 2
hingegen postoperativ angestiegen (p-Wert = n/a) (Werte siehe Tabelle 10).

Tabelle 10
Zytokine nach LPS-Stimulation von Monozyten (pg / Mio. Zellen)
Zeitpunkte praoperativ postoperativ p
Median IQR Median IQR
TNF-a (n = 26) 11447 656,5, 1577,1 186,9 123,1, 322,9 0,000*
Gruppe 1 (n =23) 1188,6 706,2, 1566,5 195,8 127,3,291,5 0,000*
Gruppe 2 (n=3) 413,6 13,1, 1681,3 112,9 64,4, 417 n/a
IL-6 (n = 26) 7808,6 4303,2, 9981,9 655,2 223,2,2027,2 0,001*
Gruppe 1 (n =23) 7856,5 5660,5, 9949,8 751,5 331,0, 3008,6 0,003*
Gruppe 2 (n=3) 5532,1 1549,2, 12514,7 177,2 7,9, 402,9 n/a
IL-1B (n = 26) 1107,3 505,9, 1570,1 43,6 17,2,213,4 0,000*
Gruppe 1 (n = 23) 1124,3 559,8, 1511,7 49,2 25,2, 396,7 0,000*
Gruppe2 (n=3) 1210,8 111,6, 3280,3 13,3 7,17,1 n/a
IL-8 (n = 26) 7860,2 6348,5, 13702,3  1638,3 795,5, 7533,6  0,002*
Gruppe 1 (n =23) 8060,0 6376,9, 10990,4  1692,0 810,0, 8002,7 0,007*
Gruppe 2 (n = 3) 21820,1 6263,1, 51537,0 883,8 752,1,1066,4 nla
IL-10 (n = 26) 54,6 25,7, 102,2 29,4 21,5,70,9 0,058
Gruppe 1 (n =23) 57,1 39,1, 120,0 28,5 22,4,57,9 0,014*
Gruppe 2 (n = 3) 23,8 0,0, 85,7 106,1 0,0, 132,5 n/a

Fur TNF-a sind die Ergebnisse nach 4 Stunden Inkubationszeit angegeben, fir IL-6, IL13, IL-8 und IL-10
nach 24 Stunden. Die Zahlen sind als Median und IQR dargestellt. * = statistisch signifikant (p-Wert <
0,05). Es wurde der W.ilcoxon-Test fiir verbundene Stichproben angewandt, um signifikante

Unterschiede zu berechnen. N/a, nicht anwendbar; LPS, Lipopolysaccharid.
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Bei den gemessenen Zytokinen (TNF-a, IL-183, IL-6, IL-8 und IL-10) zeigte sich nach in

vitro-LPS-Stimulation der AM in Bezug auf die gesamte Patientengruppe (n=27) kein

statistisch signifikanter Unterschied zwischen den pra- und postoperativ gemessenen

Konzentrationen. Auch das Ergebnis der Messung der Zytokin-Konzentrationen (TNF-a,
IL-18, IL-6, IL-8 und IL-10) fur die Patienten ohne Pneumonie (n=24) blieb ohne

statistische Relevanz. Im Vergleich der préa- und postoperativen Ergebnisse von Gruppe

1 und Gruppe 2 zeigte sich fir keines der gemessenen Zytokine (TNF-a, IL-1pB, IL-6, IL-

8 und IL-10) ein statistisch relevanter Unterschied (Werte siehe Tabelle 11).

Tabelle 11
Zytokine nach LPS Stimulation von Alveolarmakrophagen (pg / Mio. Zellen)
Zeitpunkte praoperativ postoperativ p
Median IQR Median IQR
TNF-a (n =27) 146,1 29,0, 507,6 257,4 116,3, 887,2 0,130
Gruppe 1 (n =24) 209,0 29,1, 571,2 230,0 118,0, 876,4 0,241
Gruppe 2 (n = 3) 32,0 10,8, 90,4 366,4 17,8, 923,9 n/a
IL-6 (n =27) 2324 2,8,4073,5 521,4 143,1, 3015,7 0,737
Gruppe 1 (n =24) 310,6 0,7, 4858,8 391 101,0, 3689,8 1,00
Gruppe 2 (n = 3) 27,7 20,0, 256,6 917,0 143,1, 3015,7 n/a
IL-1B (n = 27) 7,2 0,7,125,5 17,7 6,0, 67,3 0,810
Gruppe 1 (n = 24) 8,7 0,2,125,6 17,6 5,7,81,9 0,841
Gruppe 2 (n=3) 15 0,7,6,8 17,7 12,2, 50,7 n/a
IL-8 (n =27) 3146,9 32,7,12147,5 4476,0 1650,4, 15190,8 0,212
Gruppe 1 (n =24) 3212,1 8,2,15207,9  3949,1 1288,3,13894,2 0,440
Gruppe 2 (n = 3) 903 112,0, 3883,9 22077,8 2555,7,39118,7 nla
[1-10 (n = 27) 3,2 0,0, 28,6 5,9 2,5,30,4 0,668
Gruppe 1 (n=24) 4,2 0,0, 31,0 5,7 2,6,29,5 0,986
Gruppe 2 (n = 3) 0,3 0,0,1,1 9,2 0,0, 111,1 n/a

Fir TNF-a sind die Ergebnisse nach 4 Stunden Inkubationszeit angegeben, fir IL-6, IL13, IL-8 und IL-
10 nach 24 Stunden. Die Zahlen sind als Median und IQR dargestellt. * = statistisch signifikant (p-Wert
< 0,05). Es wurde der Wilcoxon-Test fur verbundene Variablen angewandt, um signifikante
Unterschiede zu berechnen. N/a, nicht anwendbar; LPS, Lipopolysaccharid; AM,

Alveolarmakrophagen.
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6 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass herzchirurgische
Operationen mit HLM zu einer frihzeitigen Veranderung der organspezifischen
pulmonalen Immunabwehr fihren. Dies zeigte sich in der postoperativen, statistisch
signifikanten Abnahme der Expression von HLA-DR auf Alveolarmakrophagen. Auch
die Expression von HLA-DR auf Monozyten war postoperativ signifikant vermindert, was
im Einklang mit der in der Literatur bereits gut beschriebenen systemischen
Immunmodulation nach grof3en operativen Eingriffen steht [14, 15, 17]. Zusatzlich
geben die vorliegenden Ergebnisse einen Hinweis darauf, dass die fruhzeitigen
Veranderungen der pulmonalen Immunabwehr die Entstehung einer postoperativen

Pneumonie begunstigen kdnnen.

6.1 HLA-DR-Expression auf AM und Monozyten

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass es bei groBen operativen Eingriffen
neben der Abnahme der monozytaren HLA-DR-Expression auch zu einer
organspezifischen pulmonalen Abnahme von HLA-DR auf Alveolarmakrophagen kommt
und diese mit der Entstehung einer postoperativen Pneumonie assoziiert ist. Unsere
Ergebnisse werden durch weitere Studien unterstitzt. So stellten Muehlstedt et al. eine
Studie vor, in der sie die Verdnderungen der systemischen und der pulmonalen
Immunantwort bei Patienten nach Multitrauma untersuchten. BAL-Flussigkeit wurde 12,
36 und 60 Stunden nach stationdrer Aufnahme gewonnen. Es konnte gezeigt werden,
dass bereits 12 Stunden nach Trauma sowohl die monozytare HLA-DR-Expression als
auch die Expression von HLA-DR auf AM statistisch signifikant gegentber der
Kontrollgruppe abgenommen hatte. Zusétzlich untersuchten die Autoren einen

maoglichen Zusammenhang mit der Entwicklung einer nosokomialen Pneumonie. 6 der
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16 Patienten (38%) entwickelten eine nosokomiale Pneumonie, wobei die Diagnose im
Durchschnitt etwa zwischen dem vierten und funften Tag nach Trauma gestellt wurde.
Die Expression von HLA-DR auf AM zeigte sich in der Gruppe der Patienten mit
nosokomialer Pneumonie auch nach 60 Stunden weiterhin signifikant vermindert.
Bemerkenswert ist, dass in der Gruppe der Patienten ohne nosokomiale Pneumonie die
HLA-DR-Expression auf AM 60 Stunden nach Trauma vollstandig wiederhergestellt war
und keinen signifikanten Unterschied zur Kontrollgruppe mehr aufwies. Die HLA-DR-
Expression auf Monozyten zeigte sich dagegen 60 Stunden nach Trauma bei allen
Patienten wieder komplett regeneriert [77].

Wie die Studie von Muehlstedt et al. so geben auch unsere Ergebnisse einen Hinweis
darauf, dass eine verminderte HLA-DR-Expression auf AM ein Risikofaktor fir die
Entwicklung einer postoperativen Pneumonie darstellen kénnte. Wir konnten in unserer
Studie ebenfalls zeigen, dass bereits zwei Stunden nach Beendigung des CPB ein
signifikanter Unterschied der HLA-DR-Expression auf AM zwischen der Gruppe der
Patienten mit postoperativer Pneumonie und der Gruppe ohne postoperative
Pneumonie bestand. Leider war es uns nicht mdglich, unsere Untersuchungen zu
einem spateren Zeitpunkt erneut durchzufiihren, da wir aus ethischen Grinden die
maschinelle Beatmung nicht langer als nétig durchfiihren konnten. Es ist vorstellbar,
dass die Suppression der HLA-DR-Expression auf AM bei den Patienten, die im Verlauf
an einer postoperativen Pneumonie erkrankten, ebenfalls fir mehrere Tage anhielt.
Daflr spricht auch der klinische Beginn der postoperativen Pneumonie nach drei bis

funf Tagen.

Auch Buhling et al. kommen in ihrer Studie zu dem Ergebnis, dass eine verminderte
HLA-DR-Expression auf AM mit der Entstehung einer Pneumonie in Verbindung steht
[76]. Sie untersuchten unter anderem die HLA-DR-Expression auf AM von 42 Patienten
mit klinischem oder radiologischem Hinweis auf eine Pneumonie und verglichen sie mit
der HLA-DR-Expression einer pulmonal gesunden Kontrollgruppe. BAL-Flissigkeit
wurde 12 Stunden nach den ersten Anzeichen einer Pneumonie gewonnen. Die
Expression von HLA-DR war in der Gruppe der an Pneumonie erkrankten Patienten

signifikant gegentber der Kontrollgruppe verringert. Die Ergebnisse deuten darauf hin,
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dass Alveolarmakrophagen wahrend einer Pneumonie in ihrer Funktion stark

eingeschréankt sind.

Einen anderen Ansatz verfolgen Nakos et al. [108]. Sie stellen die These auf, dass ein
besseres Verstandnis der pulmonalen pathophysiologischen Vorgéange nicht nur einen
Ansatz hinsichtlich der Pravention bieten konnte, sondern auch hinsichtlich der
medikamentdsen Therapie der nosokomialen Pneumonie. So beschaftigen sich die
Autoren in ihrer Studie mit der Frage, ob sich durch die Gabe von INF-y die Expression
von HLA-DR auf AM bei Patienten nach schwerem Trauma beeinflussen lasst. Von 52
Trauma-Patienten wurde BAL-Flussigkeit am zweiten oder dritten Tag nach Aufnahme
auf die Intensivstation gewonnen. Eine signifikante Anzahl der Patienten (40%) zeigte
eine pulmonale Immunparalyse, was einer Abnahme der HLA-DR-Expression unter
30% pro AM entsprach. Diese Patienten wurden in zwei Gruppen unterteilt. Es konnte
gezeigt werden, dass es unter der Behandlung mit INF-y zu einem signifikanten
Wiederanstieg der HLA-DR-Expression kam. In der Placebo-Gruppe blieb dieser
Wiederanstieg aus. 26% der Patienten mit pulmonaler Immunparalyse entwickelten eine
nosokomiale Pneumonie, wobei in der Gruppe, welche mit IFN-y behandelt wurde,
signifikant weniger Falle auftraten. Eine niedrige Expression von HLA-DR pro AM
konnte auch hier als ein mdglicher Risikofaktor fiir eine nosokomiale Pneumonie

identifiziert werden [108].

In Bezug auf die Monozyten zeigte sich die HLA-DR-Expression in unserer Studie
postoperativ signifikant vermindert. Dies steht im Einklang mit der in der Literatur bereits
gut beschriebenen systemischen Immunmodulation nach grol3en operativen Eingriffen
[14, 15, 17]. Zusatzlich gibt es Hinweise darauf, dass ein Zusammenhang zwischen der
Abnahme der monozytdren HLA-DR-Expression und der Entstehung von Infektionen
besteht [64, 65, 109]. So konnte zum Beispiel die Arbeitsgruppe von Strohmeyer et al.
in ihrer Studie an herzchirurgischen Patienten mit CPB nachweisen, dass die
postoperative Abnahme der monozytaren HLA-DR-Expression neben dem Serumlevel
von IL-10 der beste Parameter war, um Patienten mit einem Risiko fir eine
postoperative Infektion von denen ohne Risiko zu unterscheiden. Ein erhéhtes Risiko

fur eine postoperative Infektion konnte bereits am ersten postoperativen Tag

60



6 Diskussion

diagnostiziert werden. Um Risikopatienten friihestmoéglich zu erkennen, schlagen die
Autoren daher vor, die Messung der monozytaren HLA-DR-Expression als
standardisiertes Immunmonitoring am ersten postoperativen Tag einzufiihren [28]. Dies
scheint umso wichtiger, da das Ausmalf einer entstehenden Immunsuppression anhand
von Klinischen Parametern schwer zu beurteilen ist und eine Depression des
Immunsystems insbesondere bei alteren Menschen klinisch unauffallig und unspezifisch
ablaufen kann [61, 110]. In unserer Studie konnten wir zwei Stunden nach Ende des
CPB ebenfalls eine signifikante Abnahme der monozytaren HLA-DR-Expression
nachweisen. Eine Assoziation dieses Ergebnisses mit der Entwicklung einer
postoperativen Pneumonie konnten wir zu diesem frilhen Zeitpunkt der Messung
allerdings nicht zeigen. Dies kann auf die kleine Fallzahl der vorliegenden Studie

zurUckgefuhrt werden.

6.2 TLR2/4 auf AM

Zusatzlich untersuchten wir in unserer Studie die postoperativen Auswirkungen auf die
Expression von TLR2 und TLR4 auf AM und stellten die Ergebnisse in Bezug zur
Entwicklung einer postoperativen Pneumonie. In unserer Arbeit zeigte die Expression
von TLR2 und TLR4 fir die gesamte Patientengruppe postoperativ keine statistisch
signifikante Abnahme. Unserem Wissen nach gibt es bislang keine Studien zu der
Fragestellung, wie sich operativer Stress auf die Expression von TLR2 und TLR4 auf
AM auswirkt. Wie operative Ereignisse die Expression von TLR2 und TLR4 auf

Monozyten verandern, wurde hingegen bereits in mehreren Studien untersucht.

So konnte in einer Studie an 89 Patienten, die sich einer CABG-Operation unterziehen
mussten, gezeigt werden, dass die Expression von TLR2 und TLR4 auf Monozyten
bereits nach Beendigung des CPB signifikant vermindert war. Am ersten postoperativen
Tag waren die Werte sowohl fir die TLR2- als auch fur die TLR4-Expression wieder auf

das Ausgangsniveau der praoperativ gemessenen Werte angestiegen. Im Verlauf
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stiegen die Werte weiter an, mit einem Maximum am dritten postoperativen Tag [95].
Die Studie von Dybdahl et al. unterstitzt dieses Ergebnis. Direkt postoperativ konnte
zwar nur fur die TLR4-Expression eine signifikante Abnahme nachgewiesen werden,
aber eine erneute Messung nach weiteren funf Stunden zeigte bereits einen
signifikanten Anstieg bzw. Wiederanstieg der monozytaren TLR2- und TLR4-Expression
[96]. Hadley et al. konnten in ihrer Studie an sechs Patienten keine signifikante
Abnahme der monozytaren TLR2/4-Expression nach Ende des CPB nachweisen. Doch
auch hier zeigte sich bei einer erneuten Messung nach 20 Stunden ein signifikanter
Anstieg der Werte fir die TLR2-Expression (um 121%) und die TLR4-Expression (um
132%) [82]. Ob postoperativer Stress zu einer frihzeitigen, ggf. nur Kkurzfristig
bestehenden signifikanten Abnahme der TLR2/4-Expression auf Monozyten fihrt, kann
aufgrund der Studienlage nicht eindeutig geklart werden. Sicher scheint jedoch, dass es
im postoperativen Verlauf zu einem Anstieg (bzw. Wiederanstieg) der TLR2/4-
Expression auf Monozyten kommt [82, 95, 96].

In unserer Studie konnten wir zwei Stunden nach Ende des CPB keine Abnahme der
TLR2/4-Expression auf AM nachweisen. Ob es im weiteren postoperativen Verlauf auch
zu einem Anstieg der TLR2/4-Expression auf AM gekommen ist, kdonnen wir nicht
sagen, da ethische Grinde eine Verlangerung der maschinellen Beatmung nicht
zulieRen. Die Durchfihrung einer weiteren Bronchoskopie zu einem spateren Zeitpunkt

war daher nicht moéglich.

Wahrend in der vorliegenden Arbeit fur die Expression von TLR2/4 in Bezug auf die
gesamte Patientengruppe postoperativ keine statistisch signifikante Abnahme
nachgewiesen werden konnte, ist es bemerkenswert, dass im Vergleich der Gruppen
mit und ohne postoperative Pneumonie sich die TLR4-Expression in der Gruppe der
Patienten mit postoperativer Pneumonie postoperativ signifikant reduziert zeigte und

auch die Expression von TLR2 postoperativ tendenziell vermindert war.

Es ist vorstellbar, dass diese postoperative Abnahme der TLR4-Expression die
Entstehung einer postoperativen Pneumonie beglnstigt haben kdnnte. So konnten

Versuche an Knockout-Mausen ohne TLR4 zeigen, dass es bei diesen Mausen zu
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einem beschleunigten Wachstum und zu einer schnelleren Ausbreitung von pathogenen
Bakterien kommt als bei Mausen mit TLR4. Ferner zeigen auch Untersuchungen, dass
Menschen, bei denen aufgrund einer Genmutation ein Funktionsverlust von TLR4
vorliegt, ein erhohtes Risiko aufweisen, postoperativ an einer schwerwiegenden
bakteriellen Infektion (Pneumonie, Sepsis) zu erkranken [111, 112].

Auch die postoperativ verminderte TLR2-Expression in der Gruppe der Patienten mit
Pneumonie kénnte mit der Entwicklung einer postoperativen Pneumonie assoziiert sein.
So gibt es in der Literatur Hinweise, dass eine Abnahme der monozytaren TLR2-
Expression Einfluss auf die Entstehung postoperativer Infektionen haben kdnnte. So
konnte eine Studie aus den Niederlanden zeigen, dass eine Abnahme der TLR2-
Expression auf Monozyten bei Patienten nach CABG-Operation mit der Entwicklung
postoperativer Komplikationen wie SIRS und Pneumonie assoziiert war. Im Gegensatz
zu unseren Ergebnissen konnten die Autoren in ihrer Studie eine Assoziation zwischen
der Abnahme der TLR4-Expression und der Haufigkeit einer postoperativen Pneumonie

jedoch nicht nachweisen [113].

Ferner ist es bemerkenswert, dass in unserer Studie der Ausgangswert der TLR2-
Expression auf AM in der Gruppe der Patienten mit postoperativer Pneumonie im
Vergleich zu den Ausgangswerten der Gruppe der Patienten ohne Pneumonie bereits
vor Beginn der Operation signifikant niedriger war. Eine mdgliche Erklarung hierfir
konnte eine bereits vor der Operation bestehende bakterielle Besiedlung der Atemwege
dieser Patienten sein. Zwar sind in der Literatur keine Aussagen uber die Pravalenz
bakterieller Besiedlung der Atemwege gesunder Patienten zu finden. Doch
Untersuchungen an COPD-Patienten zeigen, dass eine niedrige TLR2-Expression in
Zusammenhang mit einer dauerhaften bakteriellen Besiedlung der Atemwege stehen
konnte [114]. Wenngleich in der Gruppe der Patienten mit Pneumonie kein Patient an
COPD erkrankt war, konnte dies dennoch als Hinweis daflir gesehen werden, dass die
bereits praoperativ nachgewiesene niedrigere TLR2-Expression eine pulmonale
bakterielle Besiedlung dieser Patienten forciert hat. Mehrere Faktoren, wie der Kontakt
zur HLM, der operative Stress und die maschinelle Beatmung, beglnstigen das

Wachstum einer bakteriellen Besiedelung und konnten so die Entwicklung einer
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postoperativen Pneumonie ausgel6st haben. Leider kdnnen wir unsere Hypothese nicht
durch den kulturellen Nachweis von Bakterien bestétigen, da keine mikrobiologischen
Untersuchungen durchgefiihrt worden sind. Fur zukinftige Untersuchungen wére es

interessant, diese Frage zu klaren.

6.3 Zytokine

Postoperativ zeigten sich die Werte aller nach LPS-Stimulation der Monozyten
gemessenen Zytokine (TNF-a, IL-6, IL-1B, IL-8 und IL10) vermindert (fir die gesamte
Patientengruppe). Eine statistisch signifikante Abnahme konnten wir fur die
proinflammatorischen Zytokine TNF-a, IL-6, IL-18 und IL-8 nachweisen. Unsere
Ergebnisse lassen daher auf eine postoperativ reduzierte Sensibilitdt der Monozyten

gegenuber LPS im Sinne einer zellularen Immunsuppression schlief3en.

Zu dieser Schlussfolgerung kommen auch Li et al. Sie untersuchten ebenfalls Patienten
nach herzchirurgischen Eingriffen mit CPB und fuhrten eine in vitro-LPS-Stimulation mit
Monozyten durch. Bereits nach Beendigung des CBP waren die Werte der
proinflammatorischen Zytokine TNF-a, IL-6, IL-1B und IL-8 im Vergleich zu den
praoperativ gemessenen Werten um bis zu 90% reduziert. Nur die Konzentration des
antiinflammatorischen Zytokins IL-10 zeigte sich zu diesem Zeitpunkt deutlich erhdht.
Bereits am ersten postoperativen Tag war der Wert fur IL-10 wieder gesunken. Die
proinflammatorischen Zytokine erlangten spatestens am siebten postoperativen Tag
wieder ihr Ausgangsniveau. Die Autoren folgern, dass diese vorubergehende, aber
drastische Immunsuppression die Disposition flr postoperative Infekte in dieser
Patientengruppe erklaren kénnte [97]. Weitere Studien kommen zu einem &hnlichen
Ergebnis und kdnnen zeigen, dass es peri- bzw. postoperativ zu einer kurzfristigen
signifikanten Immunparalyse mit einer verminderten proinflammatorischen Zytokin-
Ausschittung nach LPS-Stimulation kommt, welche sich im postoperativen Verlauf

innerhalb von einigen Stunden bis Tagen wieder erholt [44, 98, 115, 116].
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In unserer Studie kam es bei den Patienten mit Pneumonie postoperativ zu einer
erhohten IL-10-Ausschiittung im Gegensatz zu den Werten fur TNF-a, IL-6, IL-1p und
IL-8. Tatsachlich konnten Studien zeigen, dass ein postoperativer Serumanstieg von IL-
10 bei Patienten nach Operation mit CPB mit der Entstehung postoperativer
Komplikationen korreliert [13, 28]. Aullerdem gibt es Hinweise, dass IL-10 als
antiinflammatorisches Zytokin mitverantwortlich fir die postoperative Abnahme der
HLA-DR-Expression auf Monozyten ist [42, 117]. Dies kénnte ein weiterer Hinweis
darauf sein, dass es in der Gruppe der Patienten mit postoperativer Pneumonie zu einer
ausgepréagteren transienten Immunsuppression gekommen ist, welche die Entstehung
einer postoperativen Pneumonie begunstigt haben koénnte. Eine Assoziation der
postoperativen Zunahme von IL-10 und der Entwicklung einer postoperativen

Pneumonie konnten wir jedoch nicht nachweisen.

Im Gegensatz zu der postoperativ deutlich eingeschrankten Reaktionsfahigkeit der
Monozyten gegenuber LPS zeigten die AM nach in vitro-Stimulation mit LPS keine
statistisch signifikante Abnahme der postoperativ gemessenen Konzentration der
Zytokine TNF-a, IL-1B3, IL-6, IL-8 und IL-10. Dies konnte fur eine zumindest teilweise
erhaltene immunologische Aktivitdt der AM sprechen. Beziglich der Entstehung einer
postoperativen Pneumonie konnten wir keinen Zusammenhang feststellen. Zu einem
anderen Ergebnis kommen Kotani et al. Sie konnten in ihrer Studie zeigen, dass AM
nach herzchirurgischen Eingriffen durch Stimulation mit LPS eine bis zu 3-fach hdhere
Produktion der proinflammatorischen Zytokine IL-6, IL-8 und TNF-a aufwiesen als vor
der Operation. Zusatzlich zeigte sich die in der bronchoalveolaren Flissigkeit
gemessenen Konzentration der Zytokine gegenidber der im Blut gemessenen
Konzentration deutlich erhéht [99]. Auch Muehlstedt et al. konnten zeigen, dass es
pulmonal zu einer ausgepragten proinflammatorischen Reaktion kommt. Die
Konzentration der in der bronchoalveolaren Lavageflissigkeit gemessenenen Zytokine
(IL-6, IL-8 und IL-10) schwerverletzter Patienten war deutlich erhéht und gegeniiber den
systemisch gemessenen Werten noch gesteigert. Im Vergleich zur Studie von Kotani et
al. zeigten sich in der Studie von Muehlstedt et. al. die mit LPS stimulierten AM in ihrer

Funktion stark eingeschrankt, proinflammatorische Zytokine wie IL-6 und IL-8 zu
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sezernieren. Die Synthese von IL-10 war dagegen gesteigert [100]. Sowohl Kotani et al.
als auch Muehlstedt et al. kommen auf Grund ihrer Studienergebnisse zu der
Schlussfolgerung, dass es nach groRen korperlichen Eingriffen (Operationen,
Verletzungen) zu einer ausgepragten pulmonalen proinflammatorischen Immunreaktion
kommt, welche die systemische Reaktion noch Ubersteigt. Muehlstedt et al.
interpretieren ihre Ergebnisse zuséatzlich als eine zellulare Immunsuppression der AM,
ausgelost durch eine hohe Konzentration des antiinflammatorischen Zytokins IL-10. In
einer weiteren Studie konnten Muehlstedt et al. auRerdem zeigen, dass AM von
Patienten mit nosokomialer Pneumonie signifikant mehr IL-10 nach LPS-Stimulation
produzieren als AM von Patienten ohne nosokomiale Pneumonie [118]. Es scheint
somit nicht eindeutig geklart, ob Operationen und schwere Verletzungen zu einer
initialen Sensibilisierung oder Desensibilisierung von AM gegentiber LPS fiihren. In der
vorliegenden Studie konnten wir postoperativ weder eine Zu- noch eine Abnahme der

Sensibilitat von AM gegeniber LPS nachweisen.

6.4 Limitationen der Studie

Die wesentliche Einschrankung hinsichtlich der Aussagekraft der vorliegenden Studie
ist die kleine Gruppe von Patienten, die eine postoperative Pneumonie entwickelten. Da
die Studie als Pilotstudie angelegt war, konnten nicht mehr Patienten einbezogen
werden. Um die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zu verifizieren, wére die

Durchfiihrung einer grof3en Interventionsstudie notwendig.

Ferner ist nicht auszuschliel3en, dass es durch die praoperativ durchgeftihrte BAL im
rechten Lungenfliigel zu einer Aktivierung der AM gekommen ist. Es wurde allerdings
versucht, etwaige Folgen einer solchen Aktivierung zu minimieren, indem die
postoperative BAL im linken Lungenfligel durchgefihrt wurde. Des Weiteren besteht
die Moglichkeit, dass es durch die Verarbeitung der Zellen im Labor und dem Kontakt
der Zellen zu kinstlichen Oberflachen zu einer Aktivierung der Zellen gekommen ist. Da
es sich bei der vorliegenden Arbeit allerdings um eine klinische Studie an Patienten
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handelt, bei der alle Proben gleichermalRen im Labor behandelt wurden, kann eine

solche Manipulation als Storgré3e in unseren Ergebnissen vernachlassigt werden.

Zusatzlich muss beachtet werden, dass eine Vielzahl von Faktoren wie Alter, Dauer der
maschinellen Beatmung, die Gabe von Methylprednisolon und die Verwendung von
Blutprodukten die peri- und postoperative Immunfunktion beeinflussen [1, 8, 119-121].
Kinlin et al. konnten etwa 13 unabhéngige Risikofaktoren fur die Entstehung einer
postoperativen Pneumonie identifizieren. So konnten als unabhangige Risikofaktoren
unter anderem die verlangerte Dauer der maschinellen Beatmung > 24 Stunden (als der
schwerwiegendste Risikofaktor), die Gabe von Bluttransfusionen, ein BMI < 18,5 kg/m?,
eine positive Raucheranamnese und ein Notfallstatus nachgewiesen werden [119].
Weitere Studien an Patienten mit herzchirurgischer Operation konnten ebenfalls die
Gabe von Bluttransfusionen als Risikofaktor identifizieren [1, 8, 120]. In diesem Kontext
ist zu beachten, dass in der vorliegenden Studie alle drei Patienten der Gruppe mit
postoperativer Pneumonie intraoperativ Bluttransfusionen erhielten. Zudem waren die
Patienten in dieser Gruppe signifikant alter. Ebenso dauerte die Operation signifikant
langer und damit einhergehend auch die Anwendung der HLM und die maschinelle
Beatmung. Es ist moglich, dass diese Parameter eine Auswirkung auf das Ausmalf der
HLA-DR- und TLR2/4-Expression hatten sowie der Reaktionsfahigkeit der Zellen
gegenuber LPS. Leider hat diese Pilotstudie nicht die statistische Aussagekraft

Risikofaktoren zu identifizieren oder zu validieren.

6.5 Schlussfolgerung

Unsere Ergebnisse weisen auf eine starke postoperative Immunsuppression der
pulmonalen Immunabwehr hin. Dies konnten wir anhand der postoperativen
signifikanten Abnahme der HLA-DR-Expression auf AM zeigen. In Bezug auf die
Monozyten zeigen unsere Ergebnisse eine postoperative Deaktivierung der Zellen, die

sich in einer Abnahme der HLA-DR-Expression und einer verminderten
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Reaktionsfahigkeit gegenliber LPS manifestierte. Wir konnten damit nachweisen, dass
es nach herzchirurgischen Operationen neben den systemischen Verdnderungen der
zellularen  Immunabwehr auch zu einer pulmonalen  organspezifischen

Immunmodulation kommt.

Zusatzlich zeigten Patienten, die an einer postoperativen Pneumonie erkrankten, eine
signifikant starkere Abnahme der HLA-DR-Expression auf AM verglichen mit den
Patienten, die keine postoperative Pneumonie entwickelten. Patienten mit
postoperativer Pneumonie wiesen bereits zwei Stunden nach Ende des CPB eine
signifikant starkere Abnahme der HLA-DR-Expression auf AM auf. Die HLA-DR-
Expression auf Monozyten zeigte diesen signifikanten Unterschied zu diesem friihen
Zeitpunkt nicht. Hier koénnte ein Ansatzpunkt zur frihzeitigen Diagnostik dieser
Hochrisikopatienten liegen. Insgesamt unterstiitzen diese Ergebnisse die Hypothese,
dass herzchirurgische  Operationen neben der systemischen zellularen
Immunmodulation auch zu einer organspezifischen Immunsuppression der
Alveolarmakrophagen fuhren und diese pulmonalen Veranderungen mit der Entstehung

einer postoperativen Pneumonie in Verbindung stehen.
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