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1 Einleitung

In der Folge von grofReren Operationen, Polytraumen und Verbrennungen treten
vermehrt Infektionen auf. Diese kdnnen lokalisiert als Wundinfektionen in Erscheinung
treten, oder sich als Maximalvariante einer generalisierten Infektion im Sinne einer
Sepsis mit mdglicherweise lebensbedrohlichem Ausgang manifestieren. Patienten mit
gré3eren chirurgischen Eingriffen erleiden insgesamt eine Verminderung ihrer Fahigkeit

zur immunologischen Abwehr von Mikroorganismen (Volk, 1996, Wolk, 2007).

Am Beginn dieser Entwicklung steht dabei das chirurgische Wundtrauma, das durch
eine neuronale Transmission die Stressantwort des menschlichen Organismus erzeugt.
Diese Antwort umfasst Hormon- und Immunmodulationen, die in ihrer Summe eine
systemische Verminderung der immunologischen Kompetenz zur Folge haben. In
diesem Zusammenhang leistet die Anasthesie einen Beitrag als stressunterdriickende
Technik (Adams, 1991) und somit indirekt als Modulator der Immunkompetenz
chirurgischer Patienten. Gegenstand der vorliegenden Substudie ist es, die
immunologischen  Auswirkungen zwischen zwei Narkoseverfahren (Allgemein-
anasthesie und Gabe eines Opiats versus Allgemeinanadsthesie in Kombination mit
einer thorakalen Epiduralanalgesie) anhand der Messung definierter immunologischer
Parameter und endokrinologischer Veranderungen zu vergleichen und somit die
maogliche Rolle der Epiduralanasthesie als immunmodulatorische Anésthesieform zu

untersuchen.

1.1 Das Immunsystem
1.1.1 Grundlagen der Immunologie

Die Reaktion des Immunsystems auf eine Infektion, die zu einer antimikrobiellen
Aktivierung von Leukozyten fuhrt, wird als Inflammation bezeichnet. Der Vorgang der
Inflammation begriindet die kompetente mikrobielle Abwehr des Organismus (Munford,
2001). Das Immunsystem kann in zwei Komponenten, das angeborene/unspezifische
und das adaptive/spezifische Immunsystem, unterteilt werden. Beide Anteile bilden eine
funktionelle Einheit und begriinden die adéaquate immunologische Kompetenz des

Menschen.

Die unspezifische Immunabwehr kann Mikroorganismen ohne vorherigen Kontakt

anhand der fur diese Spezies zum Teil typischen Strukturen erkennen. So kdnnen



beispielsweise Lipopolysaccharide (LPS) der Oberflache gramnegativer Bakterien durch
den Toll Like Rezeptor 4 (TLR-4) der Makrophagen und Monozyten sehr schnell
erkannt und eine Phagozytose eingeleitet werden. Die Makrophagen und Monozyten,
wie auch eine Reihe weiterer immunologischer Zellen, verfigen Gber die
Haupthistokompatibilitatskomplex-11-Proteine  (MHC-1l) und werden als Antigen
prasentierende Zellen (APC) bezeichnet. Die APC kdnnen beispielsweise phagozytierte
Bakterien-Antigene den spezifisch gegen diese Antigene gerichteten T-Helferzellen
prasentieren und in der Folge eine Antwort des spezifischen Immunsystems einleiten
(Beutler, 2003).

Die Zellen des spezifischen Immunsystems sind die T- und B-Lymphozyten. Das
dominierende Prinzip liegt in der Eigenschaft, eine Vielzahl von madglichen
Zielantigenen — seien es Bakterien, Vieren, Pilze oder auch Tumorzellen — bereits vor
dem Kontakt dieser mit dem Immunsystem durch eine genetische Rekombination
hochspezifisch zu definieren (Janeway, 2001). Es gibt also eine grofRe Vielfalt
definierter Antigenstrukturen, die sich spezifisch, sowohl in den Antikérpern der aus den
B-Zellen hervorgehenden Plasmazellen als auch in den variablen T-Zell-
Rezeptorstrukturen manifestieren. Bei einem Antigenkontakt resultiert durch diese
Spezifitat eine sehr effektive Erregerelimination. Im Vergleich mit dem unspezifischen
Immunsystem ist diese Immunreaktion allerdings deutlich langsamer, da das
spezifische Immunsystem verschiedene Entwicklungsphasen wie beispielsweise die
klonale Expansion bis zum Erreichen der vollen Effektivitdt durchlaufen muss (Swain
1999, Dong 2001). Davon zu unterscheiden ist ein Zweitkontakt eines definierten
Erregerantigens mit dem spezifischen Immunsystem. Durch sogenannte Memory-
Funktionen des spezifischen Immunsystems ist ein schnelleres Durchlaufen der
verschiedene Entwicklungsphasen der hochspezifischen Immunantwort gegeben und

eine sehr effektive und beschleunigte Erregerelimination maoglich.

1.1.2 T-Helferzellen und immunologische Kompetenz

Die T-Helferzellen tragen entscheidend zur Funktionsfahigkeit des adaptiven
Immunsystems bei. Eine spezifische Immunreaktion kann erst nach einer
entsprechenden Detektion des spezifischen Erreger-Antigens durch das adaptive

Immunsystem in der kognitiven Phase erfolgen. Diese Aufgabe wird entscheidend



durch die T-Helferzellen getragen. Deren spezifischer T-Zellrezeptor (TCR) kann einen
Fremdpeptid/MHC-II-Komplex beispielsweise eines Makrophagen erkennen (Madden,
1995) und in der Folge eine spezifische Immunantwort einleiten (Lanzavechhia, 1990).
Trotz dieser den gesamten T-Helferzellen eigenen Funktion werden anhand der nach
der Antigenerkennung erfolgenden immunologischen Wirkung zwei Helferzell-Subtypen

unterschieden.

So finden sich TH1-Zellen, deren Immunantwort unter anderem in der direkten
Vermittlung einer gesteigerten mikrobiellen Phagozytose und Erregerabtétung
beispielsweise durch Makrophagen besteht. Dariiber hinaus wird die Synthese
spezifischer und opsonierender Antikdrper und dadurch die Erregerelimination und
phagozytare Aktivitat beispielsweise von Makrophagen und neutrophilen Granulozyten
mittelbar entscheidend gefordert. Eine TH1-Antwort ist dariber hinaus wichtig zur
Rekrutierung und Aktivierung inflammatorischer Leukozyten in der Folge eines
Gewebstraumas (Abbas, 1996, Annunziato, 2009), wie etwa durch die Chirurgie

bedingt.

Die TH2-Helferzellen tragen zur Ausbildung einer Immunreaktion bei, die durch eine
verstarkte Synthese von IgA, IgE, spezifischer IgG-Subklassen und der Aktivierung von
Mastzellen und eosinophilen Granulozyten gekennzeichnet ist (Romagnani, 1995,
Annunziato, 2009). Die TH2-Antwort ist in ihrer Funktion noch nicht véllig aufgeklart.
Eine Aufgabe dieser Immunantwort wird in einer Regulierung von akuten und
chronischen Entztiindungen durch eine Inhibition der TH1-Antwort gesehen. Ansonsten
scheint eine gesicherte Funktion in der Abwehr bestimmter Parasiten wie Helminthen zu
bestehen (Abbas, 1996, Annunziato, 2009).

1.1.3 Interferon-y und TH1-Antwort

Interferon-y (IFN-y) stellt einen integralen Bestandteil der inflammatorischen TH1-
Antwort dar (Seder, 2003). Die TH1-Zellen kbénnen grol3e Mengen dieses Interleukins
freisetzen (Murphy, 2002). Der Konservierung ausreichender IFN-y-Plasmaspiegel wird
eine wichtige und zentrale Rolle in der Aktivierung einer adaquaten spezifischen
Immunfunktion im Rahmen eines chirurgischen Traumas beigemessen. IFN-y férdert
die kognitive Phase und damit die Grundlage der Erregererkennung durch das
spezifische Immunsystem, da ebenfalls die MHC-II Expression erhtéht wird (Doecke



1997, Schinkel, 2003). Die Erregererkennung und eine in der Folge auftretende
Inflammation setzt in diesem Zusammenhang eine interzellulare Kommunikation
zwischen einer APC und einer T-Helferzelle durch die Fremdpeptid/ MHC-II-Komplex
Erkennung durch den TCR voraus. Zusatzlich sind an dieser Stelle die
kostimulatorischen Molekile zu erwahnen, deren Vorhandensein ebenfalls zu einer

erfolgreichen Antigenerkennung notwendig ist (Janeway, 2001).

Die immunkompetenten T-Helferzellen entwickeln sich dabei aus naiven
Vorlauferzellen, deren Differenzierung zu einer TH1- oder TH2-Zelle durch die
Erkennung des spezifischen Antigens durch den TCR wund das vorhandene
Umgebungsmilieu bestimmt wird. Als entscheidender Mediator der TH1-Differenzierung
ist in diesem Zusammenhang das Interleukin-12 (IL-12) anzusehen (Seder, 1993,
Hsieh, 1993), das unter anderem von aktivierten Makrophagen und dendritischen Zellen
synthetisiert werden kann. Ebenso stellt IL-12 selbst einen zentralen Stimulus fir die
IFN-y Synthese und Freisetzung durch die TH1-Zellen dar. IFN-y bewirkt ebenfalls eine
Differenzierung naiver T-Helferzellen zu immunkompetenten TH1-Zellen durch eine
Steigerung der IL-12 Freisetzung durch Makrophagen und durch die vermehrte
Expression von IL-12 Rezeptoren der entsprechenden T-Helferzellen (Abbas, 1996).
Somit steigert IFN-y die Produktion des IL-12 und damit auch die eigene Synthese im
Rahmen einer TH1-Antwort durch einen positiven Feedbackmechanismus (Schinkel,
2003). Insgesamt fordert IFN-ydie Differenzierung naiver T-Helferzellen zu
immunkompetenten TH1-Zellen durch eine direkte Beeinflussung der Expression der
TH1-Genprodukte. (Murphy, 2002).

1.1.4 Grundlegende Wirkung und Funktion des Interleukin-10

Interleukin-10 (IL-10) zeichnet sich durch eine antientziindliche Wirkung aus, dessen
physiologische Funktion in der Limitierung einer Inflammation und damit der Verhitung
einer Schadigung des eigenen Organismus zu sehen ist (Mege, 2006, Murray, 2006).
Durch die Ergebnisse tierexperimenteller Studien kann IL-10 als ein Feedbackregulator
der TH1-Zellen angesehen werden (O Garra, 2007).

Die Synthese des IL-10 erfolgt unter anderem durch Makrophagen und Monozyten. In
den APC vermindert dieser Mediator die Expression des MHC-II und kostimulatorischer
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Molekule (Moore, 2001). Als weitere Quelle der IL-10 Synthese sind ebenfalls sowohl
humane TH1- als auch TH2-Helferzellen bekannt (Del Prete, 1993, O Garra, 2007).

IL-10 unterbindet in den T-Helferzellen die IFN-y Synthese und die Etablierung einer
inflammatorischen TH1-Antwort (Asadullah, 2003). Durch diesen Mechanismus entsteht
eine Reduktion der TH1 abhangigen spezifischen Antigenerkennung, da Anzahl und
Aktivitat der immunkompetenten TH1-Zellen vermindert werden. Dartber hinaus zieht
die IL-10 abhéngige IFN-y Verminderung eine Reduzierung der MHC-II Expression der
Monozyten (Volk, 1996) und damit indirekt eine weitere Verringerung der
Antigenerkennung durch die TH1-Zellen nach sich. Die im Rahmen operativer Eingriffe
erhohten IL-10-Plasmaspiegel werden so mit der Entstehung einer Immunsuppression

des chirurgischen Patienten in Verbindung gebracht (Volk, 2003).

Im Zusammenhang mit der antientzindlichen IL-10 Wirkung wird haufig die TH2-
Antwort gesehen. Ein Teil der wissenschaftlichen Autoren ordnet das IL-10 als ein
Charakteristikum der TH2-Antwort ein und schreibt dieser Antwort einen
antinflammatorischen  Charakter zu. Diese Sicht ist Gegenstand einer
wissenschaftlichen Kontroverse. Die Vorstellung IL-10 sei ein integraler Teil der TH2-
Antwort, wird in einem wissenschaftlichen Artikel von Murray als *“verbreitetes
Missverstandnis” bezeichnet (Murray, 2006). Sowohl TH2- als auch TH1-Zellen kbnnen
IL-10 freisetzen, das sich negativ auf die eigene Aktivitdt dieser Zellen auswirkt
(O Garra, 2007). Die TH1- und TH2-Zellen inhibieren sich gegenseitig und in der Folge
kommt es zur Einstellung eines physiologischen Gleichgewichtes, der sogenannten
TH1/TH2-Balance. Die TH1-Antwort begrenzt die TH2-Antwort durch die Synthese des
IFN-y. Wird die IFN-y Synthese durch eine erhéhte IL-10-Konzentration reduziert,
kommt es in der Folge zu einer Verschiebung der relativen TH1/TH2-Balance
zugunsten der TH2-Antwort (Asadullah, 2003). Das IL-10 reduziert aber auch die
absolute  Aktivitat der TH2-Antwort (O Garra, 2007, Asadullah, 2003).
Zusammenfassend ist diese relative Verschiebung der TH1/TH2-Balance etwa durch
chirurgische Eingriffe mdglicherweise als Symptom einer verminderten absoluten
immunologischen Kapazitat anzusehen, deren Ursache in hoheren IL-10-Spiegeln zu

suchen und nicht in einer verstarkten TH2-Antwort zu sehen ist.
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1.2 Stressantwort, Stresshormone Kortisol und Adrenalin und chirurgischer Stress

Der Begriff Stressantwort definiert die endokrinologischen und metabolischen
Verénderungen beispielsweise in der Folge eines chirurgischen Traumas, wie etwa
durch die Hormone Kortisol und Adrenalin reprasentiert (Desbourough, 2000). So kann
durch ein chirurgisches Trauma unter anderem regelmalig ein Anstieg des
Corticotropin-Releasing-Hormons (CRF) und der Adrenokortikotropin (ACTH) Inkretion
mit konsekutiver Erhéhung des Glukokortikoid-Plasmaspiegels im Rahmen einer
verstarkten Tatigkeit der Hypothalamo-Hypophysaren-Achse (HHA) gemessen werden
(Buckingham, 1985). Das sympathische Nervensystem nimmt mittels eines Netzes
afferenter und efferenter Bahnen und des Neurotransmitters Adrenalin ebenfalls einen
deutlichen Anteil an der Stressreaktion ein. Das Nebennierenmark (NNM) synthetisiert
dabei Adrenalin in Abhéngigkeit von der sympathischen Stressreaktion. Die Aktivierung
des sympathoadrenergen Systems (SAS) und der HHA ist unter anderem auf die
Transmission afferenter Neurone aus dem Wundgebiet zuriickzufiihren (Adams, 1991).

Der Anstieg der Kortisol- und Adrenalin-Plasmaspiegel korreliert dabei gleichsinnig mit
der Starke des durch den chirurgischen Eingriff verursachten Stresses. Somit ist
anhand der perioperativen Kortisol- und Adrenalin-Plasmaspiegel der Grad der
chirurgischen Stressantwort und die Starke des zugrunde liegenden chirurgischen
Stresses bestimmbar (Chernow, 1987, Schuetz, 2006). Die Stressantwort ist wiederum

als Teil der chirurgischen Stressreaktion zu betrachten.

Der Begriff chirurgische Stressreaktion bezeichnet dabei die Gesamtheit der durch das
Wundtrauma verursachten Modulationen, die eine Vielzahl von endokrinologischen,
hamatologischen und immunologischen Verdnderungen umfassen (Desbourough,
2000). So entsteht neben den bereits beschriebenen hormonellen Veranderungen
beispielsweise innerhalb der Wunde eine Inflammation, deren Faktoren wie etwa der
inflammatorische Tumor-Nekrose-Faktor-a (TNF-a) sich sowohl im lokalen Bereich der

Waunde als auch in der systemischen Zirkulation nachweisen lassen (Baker, 2006).

1.2.1 Antiinflammation durch die Stressantwort

Die adaptive Stressantwort des menschlichen Organismus ist unter immunologischen
Aspekten insgesamt als antiinflammatorisch zu werten (Chrousos, 1998). Die
Antiinflammation bezeichnet eine immunologische Reaktion, die die Produktion und
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Funktion inflammatorischer Mediatoren, wie etwa des IFN-yund eine leukozytare
antimikrobielle Aktivitat wie der T-Helferzellen vermindert. Als antiinflammatorisch sind
in diesem Sinne die in der Folge der chirurgischen Stressantwort vermehrt gebildeten
Hormone Kortisol, Adrenalin und das bereits in seiner immunologischen Wirkung

beschriebene Interleukin-10 zu bezeichnen (Munford, 2001).

1.2.1.1 Kortisol

Die stark antiinflammatorische Wirkung des Kortisols wird (ber intrazellulare
Rezeptoren vermittelt. Nach Bildung des Kortikosteroidrezeptorkomplexes transloziert
dieser in den Zellkern und verandert die Genexpression. Das durch die Stressantwort
vermehrt synthetisierte Kortisol bewirkt durch eine Hemmung des Transkriptionsfaktors
NFKkB eine Synthesehemmung inflammatorischer Zytokine, wie Interferon-y (Agarwal,
2001, Elenkov, 2004). In Folge dessen werden alle T-Helferzellen in ihrer Funktion
inhibiert und an der Proliferation gehindert (Almawi, 1991, Almawi, 2002). Darlber
hinaus fordert Kortisol die Produktion von Interleukin-10 (Volk, 2001). Insgesamt kann
das Steroidhormon Kortisol eine Blockierung der Immunantwort auf der Ebene der
Induktionsphase durch eine Inhibition des T-Zellsignalprozesses beispielsweise durch
die Unterbindung der Antigenprasentation (Yoshimura, 2001), einer Abnahme der TH1-
Zell Aktivitat und der Suppression der inflammatorisch wirkenden Zytokine bewirken.
Aus der Transplantationsmedizin ist weiterhin bekannt, dass Kortisol sowohl die klonale
Expansion, als auch eine Inhibition der Effektorphase des spezifischen Immunsystems

bewirkt.

1.2.1.2 Adrenalin

Das im Rahmen operativer Eingriffe im Plasma erhohte Adrenalin entfaltet seine
Wirkung durch die Bindung an Alpha- und Betarezeptoren. T-Lymphozyten besitzen an
ihren Zelloberflachen p2-Rezeptoren (Nance, 2007). Durch Adrenalin wird die
Proliferation der T-Helferzell vermindert (Dieing, 2003) und die Freisetzung
inflammatorischer zugunsten antiinflammatorischer Zytokine verschoben. In diesem
Zusammenhang fuhrt Adrenalin ebenfalls zu einer erhdhten Synthese des
antiinflammatorischen IL-10 (Elenkov, 2000). Zusammenfassend bewirkt Adrenalin

unter anderem eine Verringerung der spezifischen immunologischen Kompetenz mit
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einer Verminderung der TH1-Antwort und einer Verschiebung der TH1-/TH2-Balance
zugunsten der TH2-Antwort (Elenkov, 2002).

1.3 Narkose

Unter dem Begriff Allgemeinanésthesie wird eine Ausschaltung des Bewusstseins durch
Hypnotika, eine Muskelrelaxation und eine Analgesie verstanden. Die Begriffe Narkose
und Allgemeinanasthesie  (Adams, 2001) und ebenfalls Epidural- und

Peridualanasthesie (PDA) kbnnen synonym verwendet werden.

Die Kombination einer Allgemeinanasthesie mit einer PDA zur Sicherstellung einer
Analgesie kann als Kombinationsanasthesie bezeichnet werden (Adams, 1991, Adams,
2001). Unter dem Begriff Kombinationsanasthesie wird im Folgenden die Verwendung
einer Allgemeinanasthesie verstanden, deren analgetische Komponente hauptséchlich

auf der intraoperativen Verwendung einer (thorakalen) PDA beruht.

1.3.1 Verminderung der Stressantwort

Die PDA im Rahmen einer Kombinationsanasthesie zahlt zu den potentesten
anasthesiologischen Techniken zur Verringerung der Stressantwort. Eine Ursache
hierfur ist in der sehr effizienten afferenten neuronalen Blockade aus dem chirurgischen
Wundgebiet zu sehen, die eine verbesserte Stressabschirmung bedingt. In diesem
Zusammenhang sind Verminderungen der Kortisol- und Adrenalin-Plasmaspiegel
maoglich. Die thorakale PDA fihrt aber auch zu einer efferenten neuronalen Blockade
des Nebennierenmarks mit einer nachfolgenden Verminderung der Adrenalin-

Plasmaspiegel (Adams, 1991).

Zusammenfassend kann die Kombination einer Allgemeinanasthesie und einer PDA
eine deutliche Verringerung der antiinflammatorischen Stresshormone Kortisol und
Adrenalin bewirken und in der Folge eventuell eine Verbesserung der immunologischen

Kompetenz nach sich ziehen.
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1.4 Stand der Forschung

Die intraoperative PDA verfugt anhand eines Teiles der aktuellen wissenschaftlichen
Literatur Gber das Potential einer intraoperativen Stressverminderung. In Folge dessen
bestehen Hinweise auf eine verbesserte Konservierung der immunologischen
Kompetenz des chirurgischen Patienten mit einer Verringerung postoperativer
Infektionen. In diesem Zusammenhang gelang es einer Arbeitsgruppe unter
Verwendung der intraoperativen PDA bei Patientinnen, die sich einer Hysterektomie
unterzogen, sowohl eine Reduzierungen der endokrinen Stressantwort hinsichtlich der
Kortisol und Adrenalin Ausschittung als auch eine Abschwéchung der
antiinflammatorischen Veranderungen hinsichtlich der im Blut zirkulierenden Anzahl der
gesamten Leukozyten nachzuweisen (Rem, 1980). Bei Patienten, die eine
kardiochirurgische  Bypass-Operation erhielten, zeigte sich ebenfalls eine
Abschwachung der hormonellen Stressantwort mit niedrigeren Adrenalin- und Kortisol-
Plasmaspiegeln. Darlber hinaus wurde eine signifikante Reduktion der
antiinflammatorischen IL-10-Plasmakonzentration beobachtet (Volk, 2003). Bei
Patienten allerdings, die sich einer Gastrektomie unterziehen mussten, konnte keine im
Vergleich signifikante Reduktion der Stresshormone Kortisol und Adrenalin festgestellt
werden. Ebenso konnte der Anstieg der IL-10-Plasmaspiegel durch die entsprechende
Kombinationsanasthesie nicht vermindert werden (Kawasaki, 2007). Hinsichtlich der
widerspruchlichen Ergebnisse der aktuellen wissenschaftlichen Literatur besteht
weiterhin Unklarheit Gber das Potential der intraoperativen PDA, die durch chirurgische
Eingriffe bedingte Erh6hung der antiinflammatorischen Stresshormone Kortisol und
Adrenalin abzuschwachen. Vor dem genannten wissenschaftlichen Hintergrund
erscheint die Verminderung des Anstiegs des antiinflammatorischen IL-10 durch die

intraoperative PDA ebenfalls uneinheitlich.

DarlUber hinaus fehlen Studien, die die Auswirkungen der intraoperativen PDA auf das
spezifische Immunsystem insbesondere die Konservierung des fur die TH1-Antwort
essentiellen inflammatorischen IFN-y intra- und postoperativ im Plasma untersuchen. In
diesem Zusammenhang fehlen ebenfalls wissenschaftliche Arbeiten, die die Bewahrung
der Kapazitdt der Lymphozyten zur IFN-y Freisetzung durch gezielte lymphozytéare

Concanavalin A (ConA) Stimulation erforschen.
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2

Fragestellung

Im Rahmen der vorliegenden Studie soll der Versuch unternommen werden, das

Potential der Kombination einer Allgemeinanéasthesie und der thorakalen PDA als

stressunterdriickende und damit moglicherweise zur Bewahrung der immunologischen

Kompetenz des spezifischen Immunsystems beitragenden Anasthesieform anhand

grol3er abdominalchirurgischer Operationen zu untersuchen.

Folgende Fragen sollen beantwortet werden:

1.

Ist durch die Kombinationsanasthesie eine Reduzierung der
antiinflammatorischen Stressantwort reprasentiert durch eine Verminderung der

Stresshormone Kortisol und Adrenalin erreichbar?

Kann die Kombinationsanasthesie zu einer verbesserten Konservierung der
Anzahl der TH1-Zellen im peripheren Blut beitragen? Fihrt die
Kombinationsanésthesie ebenfalls zu einer relativen Verbesserung der
immunologischen Kapazitdt der TH1-Zellen und damit letztendlich zu einer
relativen Verbesserung des spezifischen Immunsystems? Hierzu sollen die
Verédnderungen des inflammatorischen IFN-yin vivo und nach Concanavalin A
(ConA) Stimulation untersucht und mit dem antiinflammatorischen IL-10 in vivo
und nach ConA Stimulation verglichen und durch entsprechende IFN-y/IL-10

Ratios in Verhaltnis gesetzt werden.

Ergeben  sich  klinische  Vorteile  durch die  Verwendung  der
Kombinationsanasthesie? In diesem Zusammenhang sollen die Studiengruppen
anhand der Tage des Klinikaufenthaltes, der Wiederaufnahmen auf die
Intensivstation, der Anzahl der Uberlebenden und der Anzahl der postoperativen

Infektionen verglichen werden.

Erganzend soll folgende Frage diskutiert werden:

Wie konnen die durch die Kombinationsanasthesie bedingten immunologischen

Veranderungen in das Stressmodell eingeordnet werden?
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3 Methoden

Bei der vorliegenden Arbeit handelt es sich um eine einfach blinde, randomisierte,
prospektive Studie. Diese wurde in der Charité, Universitatsmedizin Berlin, Campus
Virchow Klinikum in der Zeit von November 2002 bis Juli 2003 an Patienten
durchgefuhrt, die sich geplanten grol3en abdominalchirurgischen Operationen
unterzogen. Eine Aufklarung der Patienten erfolgte in mundlicher und schriftlicher Form.
Eine Genehmigung durch die Ethikkommission der Charité, Universitatsmedizin Berlin,
erging am 19.09.2002 (Antragsnummer 139/2002).

3.1 Patienten und Einschlusskriterien

Ein Einschluss der betreffenden Patienten (American Society of Anesthesiologists I-Il)
erfolgte einen Tag vor der Durchfihrung der Operation. Bei diesen Eingriffen bestand
von vornherein eine Indikation zur Etablierung eines Peridualkatheters (PDK) zur
postoperativen Analgesie. Um einen Studieneinschluss durchfiihren zu kénnen, durften

keine der im Folgenden genannten Kriterien vorliegen:
1. Kontraindikation fur die PDK Anlage

2. praoperativ wirksame immunsuppressive oder kardiovaskulare Therapie

w

renale oder kardiale Funktionseinschrankung

4. Alter von unter 18 Jahren

3.2 Studienprotokoll und anasthesiologisches Management

Eine Stunde vor dem operativen Eingriff wurde jedem der Patienten eine Dosis von
7,5 mg Midazolam (Dormicum®, Hoffman-La Roche AG, Grenzach-Wyhlen,
Deutschland) als orale Pramedikation verabreicht. Es wurde eine Blockrandomisierung
und Zuteilung der Patienten, entweder zur Kombinationsanasthesie-Gruppe oder zur
Kontrollgruppe durchgefiihrt. Zunéchst erfolgte im Einleitungsraum ein Anschluss der
Patienten an einen Uberwachungsmonitor (Agilent, Boblingen, Deutschland), der eine
Messung von Blutdruck, EKG und Sauerstoffsattigung erméglichte. Zu diesem Zeitpunkt
erfolgte auch die Etablierung eines periphervendésen Zugangs. Zum Ausgleich eines
maoglicherweise préaexistenten Flussigkeitsdefizits wurde eine Vollelektrolytlosung
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(E153, Berlin-Chemie AG, Berlin, Deutschland) von ca. 10 ml/kg KG Uber eine Zeitraum

von 15 min verabreicht und im Anschluss mit 10 ml-kg-1-h-1 weitergefiihrt.

Anlage des PDK
und
Narkoseeinleitung
bei allen Studienteilnehmern

A

Studiengruppe Studiengruppe
Kombinationsanasthesie Kontrolle
Intraoperative Analgesie Intraoperative Analgesie
durch Verwendung durch Gabe von
des PDK Fentanyl i.v.

N\

Postoperative Schmerztherapie
bei allen Studienteilnehmern
durch patientenkontrollierte
Epiduralanasthesie (PCEA)

Abbildung 1 : Ubersicht des anasthesiologischen Managements der Studiengruppen

Kombinationsanasthesie und Kontrolle

Die anschlieRende Anlage des PDK fand am nach vorne gebeugten, sitzenden Patient
in einer von der Operation abhangigen thorakalen Lokalisation statt (Siehe auch
Tabelle 1). Der Patient erhielt nach einer Hautdesinfektion im Punktionsbereich eine
Lokalanasthesie mit 3-5 ml 1% Lidocain. Danach wurde eine sterile 16G Tuohy-Nadel,
die mit einer NaCL 0,9% Spritze verbunden worden war, zwischen den Processus
spinosi zweier Wirbel in Richtung des Peridualraumes vorgefuhrt. Der auf die Spritze
ausgeibte Stempeldruck zeigte dabei nach Durchdringung des Ligamentum flavum und
der dadurch bedingten Lokalisation im Peridualraum einen deutlichen
Widerstandsverlust. Diese Abnahme des Widerstandes zeigte somit die richtige
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Lokalisation der Tuohy-Nadel an und ist fir diese Methode namensgebend (,Loss of

resistance”).

Tabelle 1: Punktionshéhe des PDK in Abhéngigkeit vom Operationsgebiet

Operation Punktionshthe Zu anasthesierendes Areal
Gastrektomie Th 8-Th 10 Th 6-Th 12
Whipple-Operation Th 8-Th 10 Th 6-Th 12

Resektion des Dunndarms, | Th 10-Th 12 Th8-L 2

Hemikolektomie

Rektumresektion Th 10-L1 Th11-L 2

PDK: Peridualkatheter, Th: H6he des Einstichs orientiert an den thorakalen
Wirbelkdrpern, L: Hohe des Einstichs orientiert an den lumbalen Wirbelkorpern

Nachdem der Peridualkatheter durch die Punktionsnadel in den Peridualraum
eingebracht worden war, konnte die Nadel entfernt werden. Zur Uberpriifung der
richtigen Lokalisation des Katheters wurde anschlie3end aspiriert und im Weiteren eine
Testdosis von 3 ml Bupivacain 0,5% (Bupivacain RPR®, DeltaSelect GmbH, Dreieich,
Deutschland) verabreicht. Auf diese Weise konnte eine mogliche Fehlpunktion eines
GefalRes oder des Liguorraumes ausgeschossen werden. Im Weiteren erfolgte der
Anschluss der im Wachzustand befindlichen Patienten an das Neuromonitoring. Dieser
Bispectral Index (BIS) ist eine seit 1996 in den USA zugelassene Technik zur
Uberwachung der Narkosetiefe (Johansen, 2000). Durch Stirnelektroden wird ein EEG
erzeugt, das durch eine spezielle Bearbeitung in Zahlen zwischen 0 bis 100
umgewandelt wird. Dabei spiegelt eine BIS-Zahl von O ein isoelektrisches EEG, eine
BIS-Zahl von 100 hochste Aufmerksamkeit und Wachheit wieder. In dieser Studie
wurde dabei ein BIS von 40 bis 50 innerhalb der Narkose angestrebt, da in diesem
Bereich eine angemessene Narkosetiefe unter Isofluran als gesichert gelten kann
(Glass, 1997).

Eine Narkoseeinleitung schloss sich im Folgenden mit 1,5 pg/kg KG Fentanyl (Fentanyl
Janssen®, Janssen-Cilag, Neuss, Deutschland), 3-5 mg/kg KG Thiopental (Trapanal®,
Byk Gulden, Konstanz, Deutschland), und 0,1-0,2 mg/kg KG Cis-Atracurium (Nimbex®,
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GlaxoSmithKline, Miinchen, Deutschland) an. Uber einen Tubus erfolgte die Beatmung
der Patienten. Durch die Verabreichung von Isofluran (Isofluran Curamed®, CuraMED
Pharma, Karlsruhe, Deutschland) mit einer endexpiratorische Konzentration von
0,8-1 Volumen % wurde die Basisnarkose mit einem BIS von 40-50 aufrecht erhalten.
Des Weiteren erfolgte die Etablierung eines Zentralen Venenkatheters, einer
Magensonde und eines Harnblasenkatheters. Eine im Verlauf erforderliche Relaxation

wurde bei allen Patienten bedarfsadaptiert mit Cis-Atracurium realisiert.

In der Kombinationsanasthesie-Gruppe erfolgte ca. 30 min vor Hautschnitt das

Anspritzen des PDK mit 6-8 ml einer Standardldsung (siehe auch Tabelle 2).

Tabelle 2: Studienprotokoll — Zusammenfassung des analgetischen Managements

Kombinationsanasthesie-Gruppe Kontrollgruppe

30 Minuten vor | Der PDK wird mit 6-8 ml Standardlésung | kein  Anspritzen des
Hautschnitt bestehend aus 0,2% Naropin + 1 pug/ml | PDK

Sufentanil angespritzt

wenige Minuten | Uber PDK kontinuierliche Infusion der | Fentanyl i.v. 2-3 pg/kg
vor Hautschnitt | Standardldsung mit einer Basalrate von
6 ml/h

intraoperativ Wenn keine ausreichende Analgesie | Fentanyl i.v. bei Bedarf
erreicht  werden  konnte, erfolgte
zusatzlich zur Basalrate ein erneuter
Bolus von 6 ml Standardlésung. Bei
weiterhin defizienter Analgesie Uber den
PDK erfolgt ein Umstellung auf Fentanyl

i.v. und ein Studienausschluss

Bei Verschluss | Die Infusionsrate der Peridualanasthesie | Der PDK wird mit 6-8 ml
des mit der Basalrate von 6 ml/h wird | Standardlésung mit
Peritoneums fortgesetzt 0,2% Naropin u. 1 pg/mi
Sufentanil  angespritzt
und die Gabe einer
Basalrate von 6 ml/h

fortgesetzt

PDK: Peridualkatheter
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Diese bestand aus dem 0,2 % Lokalanasthetikum Ropivacain (Naropin®, Astra Zeneca,
Wedel, Deutschland) und 1 pg/ml Sufentanil (Sufenta mite®, Janssen-Cilag, Neuss,
Deutschland). Bei Durchfiihrung des Hautschnittes erfolgte dann eine kontinuierliche
Infusion dieser Standardlésung mit einer Infusionsrate von 5-6 mi/h fir die Dauer der
Operation. Bei Anzeichen einer klinischen Unzulanglichkeit der Analgesie, erhielten die
Patienten einen zusétzlichen Bolus von 6 ml der Standardldsung. Wenn danach immer
noch Kklinische Zweifel an der Effektivitat der Analgesie bestanden, wurde der
entsprechende Patient aus der Studie ausgeschlossen und die weitere Analgesie mit
Fentanyl i.v. fortgefuhrt. In der Kontrollgruppe wurde die Analgesie 20 Minuten vor dem
Hautschnitt durch die i.v. Gabe von 2-3 pg/kg KG Fentanyl bzw. Nachinjektionen dieses
Opiats bei Bedarf gewahrleistet. Intraoperativ wurde damit der PDK bei dieser
Patientengruppe nicht genutzt. Erst zum Zeitpunkt des Peritonealverschlusses erfolgte
das Anspritzen des PDK mit 6 ml der bekannten Standardlosung (siehe Tabelle 2).

3.3 Postoperative Schmerztherapie

Beide Studiengruppen erhielten postoperativ eine patientenkontrollierte epidurale
Analgesie (PCEA), die eine bedarfsgerechte analgetische Versorgung der Patienten
garantierte. Die PCEA wurde mit dem Beginn der postoperativen Schmerztherapie auf
eine Basalrate von 6 ml/h der bekannten Standardlosung eingestellt. Ein
patientenkontrollierter Bolus von 4 ml konnte maximal dreimal pro Stunde bei
subjektivem Schmerzempfinden abgefragt werden. Ein Anasthesist kimmerte sich
wahrend des gesamten postoperativen Studienzeitraums um die Patienten und
Uberwachte die OrdnungsmaRigkeit der Schmerztherapie, hinsichtlich der Wirksamkeit
und des Auftretens von Nebenwirkungen. Im Falle einer Katheterfehllage wurde dieser
entfernt und der Patient zu diesem Zeitpunkt aus der Studie ausgeschlossen.
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3.4. Zeitpunkte der Blutentnahmen und Verarbeitung der Blutproben

Pro Patient ergaben sich insgesamt 5 Blutentnahmen von jeweils 15 ml. Die Zeitpunkte

im Studienverlauf konnen der Tabelle 3 entnommen werden.

Tabelle 3: Chronologische Reihenfolge der Blutentnahmen

OP-Tag 1. Blutentnahme - Baseline vor Anlage des PDK

2. Blutabnahme - 40 Minuten nach Hautschnitt zur

Bestimmung von Kortisol und Adrenalin

3. Blutabnahme - 120 Minuten nach Hautschnitt

1. post OP-Tag 4. Blutabnahme - Tag 1

4. post OP-Tag 5. Blutentnahme -Tag 4 zur Verlaufskontrolle

Das von beiden Patientengruppen gewonnene Blut wurde nach der Abnahme
unverzuglich weiterverarbeitet. Zur Plasmagewinnung wurden 7 ml Heparin-Blut bei
einer Temperatur von 4T mit 2000 U/min far 10 min zentrifugiert
(Megafuge® 1.0 R., Heraeus Instruments, Berlin). Der Uberstand wurde abpipettiert
und in 300 pl Portionen in Eppendorf-Réhrchen bei -20C zur Feststellung der
Kortisolwerte und bei -80C bis zur Bestimmung von Adrenalin sowie der
Plasmazytokine eingefroren. Zwei ml des in den EDTA-ROhrchen enthaltenen Blutes
wurden innerhalb der néchsten 15 min nach Entnahme zur Bestimmung der
Leukozytenzahl pro nl (Cell-Dyn 16000, Abbott Diagnostics, Abbott Park, USA)
herangezogen und im Anschluss der durchflusszytometrischen Analyse zugefihrt
(Durchflusszytometrie siehe Kapitel 3.4.4).

3.4.1 Bestimmung von Kortisol und Adrenalin

Die vorliegende Substudie wurde im Rahmen einer Untersuchung zur intraoperativen
Kombination Epidural-Allgemeinanasthesie (IKEA) unter der Studienleitung von Dr.
Georg Fritz realisiert. Die Untersuchungsschwerpunkte der Hauptstudie stellten dabei
die Auswirkungen einer Stressverminderung durch die Verwendung der intraoperativen

thorakalen Epiduralanalgesie auf die Hamodynamik und die perioperative Analgesie
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dar. Die in der Hauptstudie ermittelten Daten zur intraoperativen Veranderungen der
Adrenalin- und Kortisol-Plasmakonzentrationen wurden nicht durch unsere
Arbeitsgruppe ermittelt, sondern im Labor der AG experimentelle Anasthesie des
Campus Virchow Klinikums der Charité gemessen und unserer Arbeitsgruppe
hinsichtlich der Exploration moglicher Modifikationen des Immunsystems zur Verfiigung
gestellt. Die entsprechenden Daten wurden ebenfalls in der von Anton Goldmann
veroffentlichten Dissertation unter dem Titel ,Kombinationsanésthesie vermindert die
Stressantwort auf chirurgischen Reiz — Untersuchung von hamodynamischen und
hormonellen Regulationsvorgangen im Vergleich zur balancierten Allgemeinanasthesie”

verwendet.

Die Messung der Kortisol-Plasmakonzentration erfolgte mit Hilfe eines kompetitiven
Festphasen-Radioimmunoassays (Diagnostic Products Corporation, Los Angeles,

USA). Nach Herstellerangaben befindet sich die Nachweisgrenze bei 5,52 nmol/l.

Die Konzentrationsbestimmung von Adrenalin im Plasma erfolgte unter Anwendung der
Einisotopenmethode. Hierbei wird Adrenalin in die O-methylierten Derivate
umgewandelt, anschlieRend extrahiert und unter Verwendung der
Hochdruckflissigkeits-Chromatographie (HPLC= high pressure liquid chromatography)
bestimmt (Chromsystems, Minchen, Deutschland).

3.4.2 Stimulation mit Concanavalin A

Das Polysaccharid Concanavalin A wurde zur Stimulation der T-Zellen eingesetzt. Es
bindet an spezifische Oberflachenstrukturen der T-Zellen und aktiviert diese (Palacios,
1982). In der Folge werden Zytokine im Verhéltnis entsprechend der TH1- oder TH2-
Polarisation freigesetzt. Eine Lymphozytenstimulation mit ConA wurde bei jeder
Blutentnahme durchgefihrt. Dazu wurden 200 upl Vollblut in einem Zeitraum von
15 Minuten nach der Entnahme mit 100 pug/100 ul ConA (ConA, Sigma C 5275, Sigma-
Aldrich, St. Louis, USA) und 700 pl RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) fur
4 Stunden bei einer Temperatur von 37C und 5% CO , Anteil inkubiert. Nach diesen 4
Stunden wurde eine Zentrifugation durchgefiihrt und der Uberstand bei -80C zur

spateren Bestimmung von Interferon-y und Interleukin-10 eingefroren.
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3.4.3 Bestimmung der Zytokinkonzentrationen

Die Bestimmung der Zytokine aus dem tiefgefrorenen Plasma fand durch einen
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) statt. Dabei wurde die Variante des
Sandwich-Typs gewahlt. Bei diesem Verfahren wird in einem ersten Schritt das zu
ermittelnde Zytokin an mit spezifischen Antikorpern (Capture Antikorper) Uberzogene
Mikrotiterplatte gebunden. Im Folgenden wird nach verschiedenen Reinigungsschritten
ein zweiter Antikdrper eingebracht, der ebenfalls an dieses spezifische Zytokin bindet.
Dieser zweite Antikorper verfugt Gber ein Enzym, welches in Abhangigkeit von seiner

am Ende vorhandenen Konzentration eine Farbreaktion hervorruft.

Eine im Anschluss durchgefihrte photometrische Messung ermittelt anhand der von
dieser Farbreaktion abhangigen Extinktion, die in direkter Weise mit der Konzentration
des spezifischen Zytokins korreliert. Die einzelnen Arbeitsschritte konne der Tabelle 4

entnommen werden.

Tabelle 4: Reihenfolge der einzelnen Arbeitsschritte zur Interleukin Bestimmung

1. Tag Bereitstellung eines 0,1 mol/l Karbonat Puffers (auch als Coating buffer
bezeichnet) mit einem pH von 9,5 (100ml Aqua destilata mit 356 mg
Na2HCO3 und 840 mg NaHCO?3)

Mischung des Capture-Antikorpers des jeweiligen ELISA-Sets mit
Coating Buffer im Verhéltnis 1:250

Auftragung auf Mikrotiterplatte (pro Vertiefung je 100 ul) der jeweiligen
Capture Antikorper, dann Versiegelung und Inkubation bei 4C fur 12

Stunden

2. Tag Mischung eines Waschpuffers aus 0,05% TWEEN 20 (Sigma Chemical,
St. Louis, USA) und Phosphate Buffered Saline (PBS, PAA Laboratories,
Linz, Osterreich) und eines zur Verdiinnung geeigneten Puffers aus PBS
und 10% fetalem Kalber Serum (FKS, PAA Laboratories, Linz,

Osterreich)

Dreimaliges Auswaschen der Mikrotiterplatte mit dem Waschpuffer durch
das Mikrotiter-Waschgerat 812 SW1, SLT LAB, StraRburg, Frankreich
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Nochmaliges fillen aller Vertiefungen der Mikrotiterplatte mit 200 pl
Verdunnungspuffer, Inkubation von einer Stunde bei Raumtemperatur,
dreimaliges Auswaschen der Mikrotiterplatte mit dem Waschpuffer durch
das Mikrotiter-Waschgerat 812 SW1, SLT LAB, StraR3burg, Frankreich

Erstellung einer Standardverdinnungsreihe mit Verdinnungspuffer von O
pg/ml, 7 pg/ml,8 pg/ml, 15 pg/ml,6 pg/ml, 31 pg/ml,5 pg/ml, 62,5 pg/mli,
125 pg/ml, 250 pg/ml, 500 pg/ml

Einfullung von 100 pl aufgetautem Plasma in Vertiefung der
Mikrotiterplatte und Einrichtung einer Standardreihe

Nach zweistliindiger Inkubation funfmaliges  Auswaschen der
Mikrotiterplatte mit dem Waschpuffer durch das Mikrotiter-Waschgerat
812 SW1, SLT LAB, Stral3burg, Frankreich

Verdinnung auf 1:250 des Detektionsantikdrpers und des jeweiligen
Detektionsenzyms mit Verdinnungspuffer (Siehe auch Tabelle 5 der

verwendete Elisasets und Detektionsysteme)

Auffillen der Mikrotiterplatten-Vertiefungen mit jeweils 100 pl
Detektionsreagenz, dann finfmaliges Auswaschen der Mikrotiterplatte mit
dem Waschpuffer durch das Mikrotiter-Waschgerat 812 SW1, SLT LAB,
Stral3burg, Frankreich

Erstellung einer Substratldbsung aus Tetramethylbenzidine und
Wasserstoffperoxid (TMB-Set, Pharmingen, San Diego, USA) und

aufbringen von jeweils 100 pl in jeweilige Mikrotiterplatten-Vertiefung

Erneute Inkubation von 30 min, Stopp der Enzymreaktion durch
Auftragung von 50 pl einer 1 mmol/l Schwefelsaure in die jeweilige

Vertiefung

Photometrische = Messung  der  Extinktion, Berechnung  der
Zytokinkonzentration (MR5000® Photometer, Dynatech, Billingshurst,
England) anhand normierter Standardkurven

25



Tabelle 5: Ubersicht der verwendeten ELISA-Sets und die jeweiligen Detektionsenzyme

Zytokin-Set Detektionsenzym
1 OptEIA® Human IL-10 Streptavidin-HRP
2 OptEIA® Human IFN-y Avidin-HRP

3 OptEIA® Human IL-12p70 (aktive Form des IL-12) Streptavidin-HRP

HRP: Horseradish Peroxidase
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3.4.4 Durchflusszytometrie

Ein im Durchflusszytometer befindlicher Argon-lonen-Laser emittiert Licht mit einer
Wellenlange von 488 nm. Der Lichtstrahl passiert einzelne, sich in einer
Tragerflussigkeit befindliche Lymphozyten. Das nach dieser Passage als
Vorwartsstreulicht (,forward scatter, kurz ,FSC") und Seitwartsstreulicht (,sideward
scatter, kurz ,SSC") von einer Fotodiode messbare Licht, gibt je nach
Zusammensetzung der  Lichtstreuung  Aufschluss Uber die vorhandene
Leukozytenpopulation. Darlber hinaus existiert die Option, fluoreszierende Antikdrper
(AK) auf diesen Zellen =zu detektieren und anhand der spezifischen
Fluoreszenzeigenschaften auf den bekannten Antikérper bzw. das entsprechend
definierte Epitop zu schlie3en. Anhand der Kombination der typischen Konstellation aus
SSC, FSC kann die Zellpopulation (z.B. Lymphozyten) ermittelt werden (Abbildung 2).

SsC
600 800 1000
1 L 1

400
1

200
1

T T T T I
0 200 400 600 800 1000
FsC

Abbildung 2: Leukozytare Subpopulationen im FSC (forward scatter)/SSC (sideward
scatter) Diagramm; R6: Lymphozyten, R8: Granulozyten, R7: Monozyten; x-Achse:

forward scatter, y-Achse: sideward scatter

Die T-Lymphozyten besitzen spezifische Oberflachenmolekile, die nach dem Cluster of
Differentiation (CD) eingeteilt werden. CD3 ist auf allen peripheren T-Zellen zu finden,
CD4 auf allen T-Helferzellen. Mit fluoreszierenden AK beispielsweise der Epitope CD3,
CD4 kann die Subpopulation der T-Helferzell ermittelt werden. Durch die Bestimmung
der gesamten Zellsignale in Anordnungen von Punktwolken kann eine Aussage Uber
die prozentuale Verteilung der einzelnen Zellpopulationen in der Messprobe getroffen

werden bzw. eine Umrechnung in 1/nl bei ermittelter Gesamtleukozytenanzahl erfolgen.
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3.4.4.1 Aufbereitung der Blutproben

Innerhalb von 30 Minuten nach Blutentnahme erfolgte die Verarbeitung der EDTA-
Vollblutproben. Je 100 pl Blut wurden in 3 verschiedene Polystyrol-Réhrchen pipettiert
und 20 pl der aufgefihrten monoklonalen Antikdrperpaare (Becton Dickinson, San
Jose, USA) hinzu gegeben (Tabelle 6). Eine grindliche Durchmischung wurde
vorgenommen (Vortex Genie 2, Scientific Industries, Bohemia, USA), anschliel3end
erfolgte eine 20 Minuten umfassende Inkubation bei 4C. Die verwendeten Antikoérper
erhielten entweder Phycoerythrin (PE, emittierte Wellenlange: 575 nm) oder
Fluorescein-Isothiocyanat (FITC, emittierte Wellenlange: 530 nm) als fluoreszierende
Farbstoffe.

Tabelle 6: Ubersicht tiber die verwendeten monoklonalen Antikdrperpaare

Probe Antikdrperpaar Immunglobulin (lg)-Klassen
1 Simultest] CD45/CD14 IgG1-FITC/IgG2a-PE
2 Simultest] CD3/CD4 IgG1-FITC/IgG1-PE

CD: Cluster of Differentiation; FITC: Fluorescein-isothiocyanat; PE: Phycoerythrin

Im Folgenden wurden 1 ml Ammonium-Chlorid-Stock-Losung nach Robinson (8,02 g
NH4CIl + 0,84g NHCO3 + 0,37g EDTA-Natrium auf 100 ml destilliertem Wasser [Aqua
dest.] (Robinson 1993)) 1:10 verdunnt. Jeweils 2 ml dieser neu entstandenen Ldsung
wurden jedem Probenréhrchen mit dem Ziel einer Lysierung der Thrombo- und
Erythrozyten zugegeben. Daran schloss sich eine grindliche Durchmischung mit dem
Vortex Genie 2 und eine 10 Minuten andauernde Inkubation bei Zimmertemperatur
unter Lichtausschluss an. Es folgten eine Zentrifugation bei 1200 U/min fir 5 Minuten
bei 4C, ein Abschitten des Uberstandes und eine Suspension der verbleibenden
Zellen mit 3 ml einer Waschlésung (Cell Wash®, Becton Dickinson, San Jose, USA).
Nach einer Wiederholung dieses Arbeitsschrittes erfolgte die durchflusszytometrische
Analyse (FACScan®, Becton Dickinson, San Jose, USA). Die Auswertung erfolgte
durch die CellQuest® Software auf einem Power Macintosh G3 (Apple Computer,
Cupertino, USA) in mehreren Schritten.
1. Erstellung eines Differenzialblutbildes zur Feststellung des Lymphozytenanteils.
Erstes Diagramm mit CD14- und CD45-Fluoreszenzen aller untersuchten Zellen mit
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der in Abbildung 3 dargestellten charakteristischen Verteilung. Setzen eines Gates
(R1, linke Bildseite) und damit Ausschluss des linken Teils des Diagramms mit den

hier enthaltenen unspezifischen Bindungen.
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Abbildung 3: CD45/CD14-Diagramm der ungefilterten Originaldaten Achsenskalierung
logarithmisch, x-Achse: CD45, y-Achse: CD14

2. Ubertragung der eingeschlossenen Zellen auRerhalb von R1 in ein neues
CD45/CD14-Diagramm (Abbildung 4)
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Abbildung 4: CD45/CD14-Diagramm zur Bestimmung des Differentialblutbildes R2:
Lymphozyten, R3: Granulozyten, R4: Monozyten. Achsenskalierung logarithmisch, x-
Achse: CD45, y-Achse: CD14

3. Zur Bestimmung der Reinheit der markierten Lymphozyten erfolgte ein Auftragen
aller Zellen aus dem Gate R2 in einem FSC/SSC Diagramm (Abbildung 5). Fir eine
ausreichende Reinheit mussten mindestens 90 % aller Zellen dieses Diagramms im

Gate R5 liegen.
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Abbildung 5: FSC/SSC Darstellung der ausgewahlten Zellen (Gate R2 der Abbildung
4) X-Achse: FSC, y-Achse: SSC.

Die durch R5 umschlossenen Lymphozyten bildeten im Folgenden die Grundlage zur
Analyse der T-Helferzell Subpopulation.

Die Bestimmung der T4-Helferzellzahlen aus der Probe 2 wurde dabei wie folgt
durchgefuhrt: Eine Einteilung in vier Quadranten erdffnet die Moéglichkeit jede Zelle zu
einer Untergruppe zuzuordnen, wobei sich nur im rechten oberen Quadranten die T-
Helferzellen mit den gewiinschten Antigeneigenschaften CD3+CD4+ befinden. Der
prozentuale Anteil des rechten oberen Quadranten spiegelt dabei den prozentualen
Anteil der T-Helferlymphozyten wieder (Abbildung 6). Im Anschluss erfolgte bei
bekannter absoluter Anzahl der gesamten Leukozyten eine Umrechnung der T-

Helferzellen in 1/nl.
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Abbildung 6: Beispielhafte Darstellung einer Doppelfarbung der Epitope an der
Zelloberflache von T-Helferlymphozyten; Achsenskalierung logarithmisch, X-
Achse:CD3, y-Achse: CD4
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3.5 Datenverarbeitung und statistische Auswertung

Die gewonnenen Daten wurden insgesamt mit dem ,Statistical Package for the Social
Sciences", (SPSS Inc., Chicago, USA, Version 14.0) verarbeitet. Die Berechnung der
Lymphozytenzahl als 1 pro nl erfolgte aus der im Cell-Dyn 160000 gemessenen
Gesamtleukozytenzahl und dem prozentualen Anteil der entsprechenden T-Helferzellen
am durchflusszytometrisch bestimmten Differentialblutbild. Die durch die Stimulation mit
ConA ermittelten IFN-yund IL-10-Konzentrationen wurden auf die Anzahl von 1000

Lymphozyten standardisiert.

Die intraoperativen und frihen postoperativen immunologischen Daten (Chirurgie 120
min und Tag 1) wurden in Relation zum 1. Messzeitpunkt (Baseline) gesetzt, aufgrund
einer asymmetrischen Datenverteilung logarithmiert und mit Hilfe des ,General Linear
Models* (GLM) fur Messwiederholungen zwischen den Gruppen verglichen. Die post-
hoc Analysen der Einzelzeitpunkte wurden mit Hilfe des unverbundenen t-Testes

vorgenommen und fir Messwiederholungen korrigiert
Der Fischer Test wurde genutzt, um nominalskalierte Daten zu analysieren.

Eine statistische Signifikanz ist durch eine Wahrscheinlichkeit (p) zur Annahme der
Nullhypothese von p<0,05 definiert.
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4 Ergebnisse
4.1 Patienten, intra- und postoperative Daten

Sechzig Patienten wurden in die Studie eingeschlossen, sechs Patienten mussten im
Folgenden wieder ausgeschlossen werden. Bei funf dieser Patienten traten technische
Probleme im Rahmen der PDK-Anlage auf, bei einem Patienten ergab sich der
dringende Verdacht einer intraoperativen Fehllage des Peridualkatheters.

Die Studiengruppen der Kombinationsanasthesie und die Kontrollgruppe setzten sich
daher aus jeweils siebenundzwanzig Patienten zusammen. Bei mehreren Patienten
stellten sich zu verschiedenen Zeitpunkten postoperative Fehllagen des PDK ein, so
dass sieben Patienten der Kombinationsanasthesie-Gruppe und funf Patienten der
Kontrollgruppe die Studie vorzeitig beendeten (Tabelle 8).

Tabelle 8: Ubersicht tiber die Anzahl und Zeitpunkte des vorzeitigen Ausscheidens bei
mechanisch bedingten postoperativen Fehllagen des Peridualkatheters.

Kombinationsanasthesie (n)  Kontrollgruppe (n)

1. Tag (post OP) 3 2
2. Tag (post OP) 1 1
3. Tag (post OP) 1 2
4. Tag (post OP) 2 0

n: Patientenanzahl, Kombinationsanasthesie: intra- und postoperative Analgesie durch
PDK, Kontrollgruppe: nur postoperative Analgesie durch PDK
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Insgesamt fanden sich keine signifikanten Unterschiede beziglich des Geschlechts,
des Alters, der Korpergrof3e, des Koérpergewichts und moglicher immunsuppressiver
Begleiterkrankungen, wie Diabetes mellitus und Alkoholmissbrauch zwischen den

Studiengruppen. Die Werte kdnnen der Tabelle 9 entnommen werden.

Tabelle 9: Epidemiologie, Begleiterkrankungen, Art des chirurgischen Eingriffs

Kombinationsanasthesie  Kontrollgruppe

Alter (Jahren) 55 (34-77) 59 (29-80)
Geschlecht m/w 16/11 18/9
KorpergrofRe (cm) 172+ 1 1712
Gewicht (kg) 69 +3 71+3

Begleiterkrankungen

- Alkoholmissbrauch (n) 5 4
- Diabetes mellitus (n) 2 5
Operation

- Gastrektomie (n) 7 3
- Resektion des Kolon (n) 5 4
- Rektumamputation (n) 4 5
- Pankreatektomie (n) 6 10
- Andere (n) 5 5

GrofRe und Gewicht sind als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes (SEM), das
Alter als Mittelwert mit Range dargestellt, n: Patientenanzahl, Kombinationsanasthesie:
intra- und postoperative Analgesie durch PDK, Kontrollgruppe: nur postoperative
Analgesie durch PDK
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Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der Art und Lange des
operativen Eingriffs, der BIS-Werte, der endexpiratorischen Isofluran-Konzentration und
der Herzfrequenz. Die entsprechenden Werte kdnnen der Tabelle 10 entnommen

werden.

Tabelle 10: Intraoperative Daten

Kombinationsanasthesie Kontrollgruppe

Operationsdauer (min) 222 + 23 228 £ 19
BIS (Inzision) 46 + 3 44 + 2

BIS (40 min. nach Inzision) 43 +2 45+ 1
Isofluran (Inzision) [%)] 0.74 £ 0.04 0.73+0.03
Isofluran (40 min nach Inzision) [%] 0.77 £ 0.02 0.80+£0.03
HF (Inzision) [1/min] 775 673

HF (40 min nach Inzision) [1/min] 84 +3 78+3

Darstellung der Daten als Mittelwert + SEM, BIS: Bispectral Index, HF: Herzfrequenz,
Kombinationsanasthesie: intra- und postoperative Analgesie durch PDK,

Kontrollgruppe: nur postoperative Analgesie durch PDK
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Bezuglich der postoperativen Daten, der Zeitdauer einer intensivmedizinischen
Betreuung, der Notwendigkeit der Wiederaufnahme einer intensivmedizinischen
Betreuung, der Infektionsraten, der Tage des Klinikaufenthaltes und der Anzahl der
Uberlebenden ergaben sich ebenfalls keine signifikanten Unterschiede zwischen den

Studiengruppen. Die Werte kdnnen aus der Tabelle 11 entnommen werden.

Tabelle 11: Postoperativer Daten

Kombinationsanésthesie Kontrollgruppe
Tage ICU-Aufenthalt 5.2+14 3.5+0.9
ICU Wiederaufnahme (n) 5 3
Tage Klinikaufenthalt 16.2+1.7 22.1+5.6
Infektionen (n) 3 2
Uberlebende (n) 25 26

Darstellung der Daten als Mittelwert £ SEM, 24h: ICU: Intensivstation, n: Anzahl der
Patienten, Kombinationsanéasthesie: intra- und postoperative Analgesie durch PDK,

Kontrollgruppe: nur postoperative Analgesie durch PDK
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4.2 Kortisol

Intraoperativ stieg in der Kontrollgruppe die Kortisol-Konzentration an und war 40
Minuten nach Hautschnitt signifikant héher als in der Kombinationsanasthesie-Gruppe
(p=0.016)
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Abbildung 7: Prasentation der Daten auf der Basis des Mittelwerts = Standardfehler
des Mittelwertes (SEM): 0 p<0.05, KA (Kombinationsanasthesie-Gruppe): intra- und
postoperative Analgesie durch PDK, Kontrolle (Kontrollgruppe): nur postoperative
Analgesie durch PDK
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4.3 Adrenalin

Intraoperativ stieg der Adrenalin-Plasmaspiegel in beiden Studiengruppen an, in der
Kontrollgruppe wurde jedoch nach 40 Minuten ein signifikant héherer Wert gemessen
(p=0.036).
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Abbildung 8: Prasentation der Daten auf der Basis des Mittelwerts = Standardfehler
des Mittelwertes (SEM): O p<0.05, KA (Kombinationsanasthesie-Gruppe): intra- und
postoperative Analgesie durch PDK, Kontrolle (Kontrollgruppe): nur postoperative
Analgesie durch PDK
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4.4 T-Helfer-Lymphozyten

Die Anzahl der T-Helfer-Lymphozyten im peripheren Blut verminderte sich in beiden
Gruppen intraoperativ im Vergleich zum Ausgangswert, ohne einen signifikanten
Unterschied im GLM zu erreichen. Die post-hoc Analyse zeigte allerdings zum
Messzeitpunkt Tag 1 eine signifikant hthere Anzahl der T-Helferzellen in der
Kombinationsanasthesie-Gruppe (p=0.036).
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Abbildung 9: Préasentation der Daten auf der Basis des Mittelwerts + Standardfehler
des Mittelwertes (SEM): O p<0.05 in der post-hoc Analyse, KA

(Kombinationsanasthesie-Gruppe): intra- und postoperative Analgesie durch PDK,
Kontrolle (Kontrollgruppe): nur postoperative Analgesie durch PDK
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4.5 IFN-y (Plasma)

Bei der Messung der IFN-y-Plasmaspiegel ergaben sich keine signifikanten
Unterschiede zwischen den beiden Studiengruppen. Die entsprechenden
Plasmaspiegel verminderten sich sowohl in der Kombinationsanésthesie-Gruppe als
auch in der Kontrollgruppe intraoperativ (Messzeitpunkt Chirurgie 120 min) im Vergleich

zum Ausgangswert.
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Abbildung 10: Prasentation der Daten auf der Basis des Mittelwerts + Standardfehler
des Mittelwertes (SEM): KA (Kombinationsanasthesie-Gruppe): intra- und postoperative
Analgesie durch PDK, Kontrolle (Kontrollgruppe): nur postoperative Analgesie durch
PDK
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4.6 IL-10 (Plasma)

In beiden Gruppen stiegen die Plasmaspiegel des IL-10 an. Die entsprechenden
Plasmaspiegel innerhalb der Kontrollgruppe waren im GLM (p=0.012) signifikant hdher.
Das IL-10 war in der intraoperativen Messung (Chirurgie 120 min) tendenziell erhéht,

die post-hoc Analyse verfehlte das Signifikanzniveau allerdings knapp (p=0.056).
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Abbildung 11: Prasentation der Daten auf der Basis des Mittelwerts + Standardfehler
des Mittelwertes (SEM): KA (Kombinationsanéasthesie-Gruppe): intra- und postoperative

Analgesie durch PDK, Kontrolle (Kontrollgruppe): nur postoperative Analgesie durch
PDK
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4.7 IFN-y/IL-10 Ratio (Plasma)

In beiden Gruppen verminderte sich die IFN-y/IL-10 Ratio intraoperativ. Die Plasma
IFN-y/IL-10 Ratio wurde innerhalb der Kombinationsanasthesie-Gruppe zum Zeitpunkt
Chirurgie 120 min in der post-hoc Analyse signifikant hoher bestimmt (p=0.012). Dieses
Ergebnis resultiert dabei in erster Linie aus einer Erhohung der IL-10-

Plasmakonzentration in der Kontrollgruppe und nicht aus einer Verminderung des IFN-y

im Plasma.
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Abbildung 12: Prasentation der Daten auf der Basis des Mittelwerts + Standardfehler
des Mittelwertes (SEM): O p<0.05 in der post-hoc Analyse, KA
(Kombinationsanasthesie-Gruppe): intra- und postoperative Analgesie durch PDK,
Kontrolle (Kontrollgruppe): nur postoperative Analgesie durch PDK
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4.8 IFN-y (Concanavalin A)

Das stimulierten IFN-ywurden auf 1000 Lymphozyten standardisiert. In beiden
Studiengruppen verminderte sich die ConA abhéngige IFN-y Stimulation im Vergleich
zum Ausgangswert. In der Studiengruppe der Kombinationsanasthesie ergab sich im
Vergleich zur Kontrollgruppe eine signifikant hohere ConA abhangige Stimulierbarkeit
des IFN-y im GLM (p= 0.003). Es zeigte sich in der post-hoc Analyse zu den
Messzeitpunkten Chirurgie 120 min (p=0.014) und Tag 1 (p=0.05) eine signifikant
hohere Stimulierbarkeit des IFN-yin der Studiengruppe Kombinationsanasthesie. Der

entsprechende Verlauf kann aus der Abbildung 13 entnommen werden.
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Abbildung 13: Prasentation der Daten auf der Basis des Mittelwerts + Standardfehler
des Mittelwertes (SEM): O p<0.05 in der post-hoc Analyse, KA

(Kombinationsanasthesie-Gruppe): intra- und postoperative Analgesie durch PDK,

Kontrolle (Kontrollgruppe): nur postoperative Analgesie durch PDK
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4.9 IL-10 (Concanavalin A)

Das stimulierte 1L-10 wurde auf 1000 Lymphozyten standardisiert. Bei der Messung des
ConA stimulierten IL-10 ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den
beiden Studiengruppen. In beiden Gruppen zeigte sich eine erhdhte IL-10

Stimulierbarkeit durch ConA zum Messzeitpunkt Tag 1.
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Abbildung 14: Prasentation der Daten auf der Basis des Mittelwerts + Standardfehler
des Mittelwertes (SEM): KA (Kombinationsanasthesie-Gruppe): intra- und postoperative
Analgesie durch PDK, Kontrolle (Kontrollgruppe): nur postoperative Analgesie durch
PDK



4.10 IFN-y/IL-10 Ratio (Concanavalin A)

Die Con-A stimulierte IFN-y/IL-10 Ratio verminderte sich in beiden Studiengruppen im
Vergleich zum Ausgangswert. In der Kombinationsanasthesie-Gruppe ergab sich eine
signifikant hohere Ratio im GLM (p=0.017). In der post-hoc Analyse zeigte sich sowohl
zum Messzeitpunkt Chirurgie 120 min (p=0.023) als auch am Tag 1 (p=0.030) eine
signifikant héhere IFN-y/IL-10 Ratio innerhalb der Kombinationsanasthesie-Gruppe. Die
signifikant hohere IFN-y/ IL-10 Ratio ist dabei in der Hauptsache durch eine signifikante
Reduzierung des IFN-y-Spiegels (GLM: p= 0.003) in der Kontrollgruppe bedingt und

nicht durch Veranderungen der IL-10-Konzentration begrindet.
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Abbildung 15: Prasentation der Daten auf der Basis des Mittelwerts + Standardfehler
des  Mittelwertes  (SEM), Op<0.05 in der post-hoc Analyse, KA
(Kombinationsanasthesie-Gruppe): intra- und postoperative Analgesie durch PDK,
Kontrolle (Kontrollgruppe): nur postoperative Analgesie durch PDK



5 Diskussion

Die vorliegende Studie untersucht die Hypothese einer Verminderung der Stressantwort
und einer damit einhergehenden Konservierung der spezifischen immunologischen
Kapazitat durch eine Kombinationsanasthesie bei grofien abdominalchirurgischen
Operationen. Um eine etwaige Reduktion der Stressantwort zu detektieren, wurden die
Stresshormone Kortisol und Adrenalin bestimmt. Zur Untersuchung einer verbesserten
Kapazitat des spezifischen Immunsystems wurde die Anzahl der T-Helferzellen im
peripheren Blut, das IFN-y und das antiinflammatorische IL-10 sowohl in vivo als auch
durch ConA-Stimulation ermittelt. Hinsichtlich mdglicher klinischer Auswirkungen der
Kombinationsanasthesie wurden die Tage des Klinikaufenthaltes, die Wiederaufnahmen
auf die Intensivstation, die Anzahl der postoperativen Infektionen und die Anzahl der

Uberlebenden erfasst.

5.1 Reduktion der Stressantwort

Die untersuchten Studiengruppen unterschieden sich nicht signifikant hinsichtlich der
epidemiologischen Patientendaten und der Art und Dauer der Operationen. Ebenso
konnten keine signifikanten Unterschiede der Narkosetiefe bzw. BIS-Werte, der
endexpiratorischen Isofluran-Konzentration und der intraoperativen Herzfrequenz
festgestellt werden. Auf der Basis dieser Daten kann darauf geschlossen werden, dass
zwischen der Studiengruppe der Kombinationsanasthesie und der Kontrollgruppe
gleiche Bedingungen bestanden bzw. eine qualitativ gleichwertige Narkose vorlag. Die
Messdaten der Kortisol- und Adrenalin-Plasmaspiegel waren wahrend der
intraoperativen Messung innerhalb der Kombinationsanasthesie-Gruppe signifikant
niedriger. Ein Anstieg des Adrenalins im Plasma konnte in dieser Gruppe wirkungsvoll
verhindert werden, da sich der entsprechende Wert als unverdndert zum Ausgangswert
prasentierte. Es ist bekannt, dass der Anstieg von Kortisol und Adrenalin im Plasma mit
der Starke des chirurgischen Stresses einher geht (Chernow, 1987, Schuetz, 2006). Vor
diesem Hintergrund kann anhand der vorliegenden Ergebnisse bezlglich der
genannten Hormone auf eine verbesserte Abschirmung des durch den chirurgischen
Eingriff verursachten Stresses durch die Verwendung der Kombinationsanasthesie
geschlossen werden. Die in der vorliegenden Studie gezeigte intraoperative
Verminderung der Kortisol- und Adrenalin-Plasmaspiegel durch die Verwendung der
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Peridualanasthesie wurde bereits in anderen wissenschaftlichen Arbeiten gezeigt (Rem,
1980, Volk, 2003).

Als ursachlich wird dabei eine durch die Kombinationsanéasthesie erreichte Verringerung
der neuronalen Stimuli aus dem Wundgebiet angesehen (Rem, 1980). Daruber hinaus
sind noch weitere Effekte der Peridualanasthesie beziglich der Verminderung der
Stresshormone in Betracht zu ziehen. Die sympathische Versorgung der Nebenniere,
die die Adrenalin Synthese und Inkretion steuert, geht auf autonome Nervenabgange in
Hohe des thorakalen Segmentes 6 bis in Hohe des lumbalen Segmentes 2 zuriick
(Bonica, 1968). Da in der vorliegenden Studie in dieser H6he auch die intraoperative
Peridualanasthesie durchgefiihrt wurde, ist zu einem Teil die Verringerung der
Adrenalin-Plasmaspiegel durch eine efferente Blockade des Nebennierenmarks
erklarbar und nicht ausschlieBlich auf eine vermehrte Stressabschirmung

zuruckzufuhren.

Des Weiteren ist die Kortisolsynthese der Nebennierenrinde (NNR) vom lokalen
Hormonmilieu des Adrenalins abhangig und bei einer Verminderung dieses
Katecholamins resultiert auch eine verringerte Syntheserate von Kortisol (Haidan,
1998). Klinisch konnte auch bei schmerzfreien Patienten eine signifikante Reduzierung
der Adrenalin- und Kortisolspiegel durch den Peridualkatheter bei unbeeinflusster
ACTH-Plasmakonzentration festgestellt werden (Yokoyama, 2001). Es ist somit
anzunehmen, dass die Peridualandsthesie zu einem Teil auch stressunabhangig die

Plasmaspiegel des Kortisols durch eine efferente Blockade der Nebenniere vermindert.

5.2 Auswirkungen der Kombinationsanasthesie auf die Anzahl und die immunologische

Funktion der TH1-Lymphozyten

5.2.1 Anzahl der TH1-Zellen

Starker Stress und das in der Folge vermehrt auftretende Kortisol und Adrenalin
bedingen bedeutende Veradnderungen des Immunsystems. Dabei bewirken differente
Arten von Stressreizen, wie etwa psychische Traumata, starke Belastungen durch
sportliche Ubungen, Kalte-Expositionen als auch groReren Verletzungen eine relativ
gleichartig antiinflammatorisch gepragte Stressantwort (Munford, 2001). Glukokortikoide
fuhren zu einer vermehrten Apoptose der Lymphozyten und verringern die Fahigkeit

aller T-Helferzellen zur Proliferation (Almawi, 1991, Almawi, 2002). In der vorliegenden
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Studie gelang in der post-hoc Analyse der Nachweis einer signifikant abgeschwachten
Verminderung der absoluten Anzahl der T-Helferzellen im peripheren Blut durch die
Kombinationsanasthesie zum Messzeitpunkt Tag 1. Anhand der zuvor genannten
wissenschaftlichen Literatur kann vermutet werden, dass dieser signifikant verringerte
Abfall der T-Helferzellen mit der ebenfalls signifikanten Verminderung der Kortisol-
Plasmakonzentration durch  die  Kombinationsanasthesie in  ursachlichem
Zusammenhang steht. Eine verminderte Reduktion der absoluten Anzahl der T-
Helferzellen im Rahmen der Kombinationsanasthesie konnte bereits in der
Vergangenheit nachgewiesen werden (Tonnesen, 1988). In der vorliegenden Studie
wurde durchflusszytometrisch die absolute Anzahl der gesamten T-Helferzellen
bestimmt. Fur die Unterscheidung in TH1- oder TH2-Zellen kann nur die

Bertcksichtigung des entsprechenden Hormon- bzw. Zytokinmilieus Hinweise liefern.

Die Freisetzung von Glukokortikoiden in Folge der Stressantwort fiuhrt zu einer
Verschiebung der TH1/TH2-Balance zugunsten der TH2-Antwort (Elenkov, 2004). Es
konnte gezeigt werden, dass Glukorkortikoide neben der bekannten Verminderung der
TH1-Zytokine, wie beispielsweise des IFN-y und des fur die TH1-Zell Proliferation
wichtigen 1L-12 aber auch die TH2-Antwort durch die Suppression spezifischer
Transkriptionsfaktoren inhibieren  (Lieberman, 2009). Die immunologischen
Auswirkungen erhohter Adrenalin-Plasmaspiegel im Rahmen der Stressantwort
manifestieren sich ebenfalls in einer Verminderung der TH1-Antwort zugunsten der
TH2-Antwort. In diesem Zusammenhang konnte durch die Verwendung eines [3,-
Rezeptor-Agonisten eine verminderte Freisetzung des fur die Entwicklung
immunkompetenter TH1-Zellen notwendigen IL-12 durch humane Monozyten gezeigt
werden (Panina-Bordignon, 1997). Ebenso konnte durch entsprechende [3,-Rezeptor-
Agonisten bei humanen TH1-Zellen in direkter Weise eine Verminderung des fir die
TH1-Antwort zentralen IFN-y nachgewiesen werden (Borger, 1998). Die Freisetzung
von IL-10 wird durch Kortisol und Adrenalin erhoht (Platzer, 2000). IL-10 bewirkt
synergistisch zu dem Hormon Kortisol eine absolute Verminderung der TH1- und TH2-
Funktion, bedingt aber durch die hochgradige Suppression des IFN-yeine relative
Zunahme der TH2-Antwort (Asadullah, 2003). IFN-ywird dabei als dominierendes
Charakteristikum der TH1-Zellen angesehen (Seder, 2003). In den spezifischen T-
Zellstimmulationen durch ConA zeigte sich sowohl im GLM als auch in der post-hoc

Analyse zu den Messzeitpunkten Chirurgie und Tag 1 in Relation zur Kontrollgruppe
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signifikant hoéhere IFN-y-Spiegel. Vor dem Hintergrund der bereits besprochenen
signifikanten Verminderung des Kortisol- und Adrenalin-Anstieges und der signifikant
verringerten IL-10-Plasmakonzentration im GLM ist damit in der Studiengruppe
Kombinationsanasthesie von einer Verminderung der Verschiebung der TH1/TH2-
Balance zugunsten einer relativ verbesserten THI1-Polaritat mit einer erhohten

absoluten Anzahl der TH1-Zellen im peripheren Blut auszugehen.

5.2.2 Immunologische Funktion der TH1-Zellen

Die TH1-Zellen erleiden durch ausgedehnte chirurgische Eingriffe einen Defekt, der sich
in einer verminderten Proliferation und einer reduzierten Fahigkeit zur IFN-y Synthese
manifestiert. In der reduzierten immunologischen Kapazitat der TH1-Helferzellen kann
dabei der Hauptmechanismus einer insgesamt verminderten Funktion des
Immunsystems bei chirurgischen Patienten gesehen werden (Hensler, 1997). In diesem
Zusammenhang erscheint auch die Wirkung der TH1-Zellen auf die APC von zentraler
Bedeutung. Die phagozytare Aktivitat und die Antigenprasentation der APC tber MHC-II
werden durch IFN-y bedeutend stimuliert. Eine Erregererkennung als Grundlage einer
immunologischen Reaktion (Erkennungsphase) ist durch das IFN-y hochgradig
mitbestimmt. Tritt dagegen in spezifischen Phasen der Immunantwort ein Mangel an
IFN-y ein, so kann ablesbar an einer verminderten Antigenprasentation der APC via
MHC-1I im Extremfall sogar eine ,Immunparalyse* mit schweren Infektionen resultieren
(Volk 1996). Die TH1-Zellen fordern dartber hinaus die immunologische Effektorphase.
So wird beispielsweise die spezifische Synthese opsonierender AntikGrper mit einer
nachfolgend erhdhten phagozytaren Aktivitat der neutrophilen Granulozyten unterstitzt
(Annunziato, 2009). In der Folge wird entsprechend der reduzierten TH1-spezifischen
Unterstitzung durch chirurgische Eingriffe, die immunologische Kapazitat der
Effektorphase ebenfalls vermindert. Bei ausgedehnten operativen Eingriffen sind
reduzierte IFN-y-Plasmaspiegel (Schinkel, 2003) und eine Verminderung der IFN-y
Syntheseleistung der TH1-Zellen bei einer entsprechenden ConA Stimulation zu
erwarten (Angele, 2005). Hiermit steigt die Wahrscheinlichkeit flr das Erleiden

schwerwiegender Infektionen an.

Es ist bekannt, dass Glukokortikoide (Agarwal, 2001) und Adrenalin zu einer

Verminderung des fur die TH1-Antwort notwendigen IFN-yfuhren (Borger, 1998).
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Ebenfalls sind erhohte IL-10-Plasmaspiegel durch eine vermehrte Kortisol und
Adrenalin Inkretion beispielsweise durch die Stressantwort im Sinne einer Kostimulation
zu erwarten (Volk, 2001, Elenkov 2000). In der vorliegenden Studie zeigte sich eben
dieser Effekt, da sich in beiden Studiengruppen IFN-y sowohl im Plasma, als auch durch
ConA Stimulation im Rahmen des chirurgischen Eingriffs mit einem Anstieg des

Kortisols, des Adrenalins und des IL-10 verminderte.

IL-10 unterbindet in den T-Helferzellen die IFN-y Synthese und die Etablierung einer
inflammatorischen TH1-Antwort (Asadullah, 2003). In diesem Zusammenhang ist das
Verhéltnis des inflammatorischen IFN-yzu dem antiinflammatorischen IL-10 von
Bedeutung, welches Uber die IFN-y/IL-10 Ratio aufgestellt werden kann. Die IFN-y/IL-
10 Ratio des Plasmas zeigte sich in der Kombinationsanasthesie-Gruppe zum Zeitpunkt
Chirurgie in der post-hoc Analyse signifikant erhéht. Ebenfalls in der
Kombinationsanasthesie-Gruppe konnten die IFN-y/IL-10 Ratios auf der Basis der
ConA Stimulationen zum Messzeitpunkt Chirurgie als auch am Tag 1 in der post-hoc
Analyse signifikant hoher bestimmt werden. Im Rahmen der Kombinationsanasthesie
weisen diese Ergebnisse auf eine im Vergleich zur Kontrollgruppe relative Erhéhung der
TH1-spezifischen immunologischen Kapazitdt und damit auch auf eine verringerte
Reduzierung der Erkennungs- und Effektorphase des Immunsystems hin.

5.3 Klinische Auswirkungen der Kombinationsanasthesie in der vorliegenden Studie

Obwohl sich fir die Kombinationsanasthesie im Vergleich zur Kontrollgruppe Hinweise
fur eine verminderte Abschwéchung sowohl der Anzahl der TH1-Zellen im peripheren
Blut, als auch der inflammatorischen Funktion der TH1-Zellen ergaben, konnte klinisch
kein relevanter Unterschied zwischen den Studiengruppen festgestellt werden. So
zeigten sich die Infektionsraten, die Zeitdauer einer intensivmedizinischen Betreuung,
die Notwendigkeit der Wiederaufnahme einer intensivmedizinischen Betreuung, die
Tage des Klinikaufenthaltes und die Anzahl der Uberlebenden ohne signifikante

Unterschiede zwischen den Studiengruppen.
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5.4 Bedeutung der Stressantwort und die Rolle der Kombinationsanéasthesie

Die neuronale Transmission aus dem Wundgebiet, die bei einem nicht hypnotisierten
Patienten als Schmerz empfunden wird, ist einer der Mechanismen, der die
Stressantwort verursacht. Bei der Evolution des Menschen und der Saugetiere fihrt die
Stressreaktion unter anderem im Rahmen einer kdrperlicher Auseinandersetzung bzw.
einer Verletzung zu eine Leistungssteigerung (Fight or Flight) (Selye, 1936). Ebenso
kann die Nahrungsaufnahme durch den katabolen Charakter des Kortisol eingeschréankt
werden. Dies ist beispielsweise notwendig durch eine, in einer Auseinandersetzung
erlittenen Verwundung, die eine Nahrungssuche fur einen gewissen Zeitraum verhindert
(Desborough, 2000). Evolutionar betrachtet ist die menschliche Konstitution nur auf
Verletzungen bis zu einer gewissen Grenze ausgelegt, da schwerere Verwundungen
nicht Uberlebt werden konnten. Die moderne Medizin ermdglicht das Uberleben auch
solcher Verletzungen, wie bei den in dieser Studie untersuchten Patienten. Die
Stressantwort des chirurgischen Patienten, die das Bestehen in der
Auseinandersetzung mit einer feindlichen Umwelt garantieren soll, bleibt allerdings
ebenfalls existent und kann eventuell pathologische Zustande verursachen, die als nicht
mehr adaptiv erscheinen und selbst eine Gefahrdung darstellen konnen (Buckingham,
1985). In diesem Zusammenhang wurden durch operative Eingriffe infolge der
Antiinflammation gesteigerte IL-10-Plasmaspiegel beobachtet, die mit einer erhéhten
Komplikationsrate durch Infektionen einhergingen (Sander, 2002). Vor diesem
Hintergrund kann die durch die Kombinationsanésthesie bedingte abgeschwachte
Verringerung des IFN-y in den ConA-Stimulationen als auch der verringerte Anstieg des
IL-10 im Plasma in der vorliegenden Studie als positive Abschwachung der
antiinflammatorischen und nicht mehr als adaptiv zu wertenden Stressantwort beurteilt

werden.

Die durch die Chirurgie bedingten Gewebsverletzungen etablieren unter anderem aber
auch eine lokale Freisetzung von stark inflammatorisch wirksamen Mediatoren, die das
Wundmilieu mitbestimmen. Es entsteht im Bereich der Wunde eine zumindest
anfanglich abakterielle Wundinflammation, die eine notwendige Voraussetzung der
Wundheilung darstellt. Diese inflammatorischen Wundfaktoren, wie beispielsweise das
TNF-a, erlangen Anschluss an die systemische Zirkulation und entfalten eine
systemisch-inflammatorische Wirkung, die (ber das lokale Wundgeschehen

hinausweist (Baker, 2006). Insgesamt betrachtet, stellt dieser Vorgang eine
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Gefahrdungen des dynamischen Gleichgewichtes (Homoostase) des Immunsystems
dar. Der Begriff Stress bezeichnet eine Storung der Homoostase, die Stressantwort
stellt den physiologischen Versuch dar, durch eine Gegenregulation die Homdostase
der inflammatorischen und antiinflammatorischen Faktoren zu reetablieren (Chrousos,
1998). Ubertragt man diese Vorstellung auf das Immunsystem unter den Bedingungen
der Chirurgie, so kann die in direkter Folge des Traumas auftretende chirurgische
Wundinflammation als Stérung des immunologisch-dynamischen Gleichgewichts
begriffen werden. Da eine vom Wundtrauma ausgehende unkontrollierte Inflammation
zu einer Schadigung des eigenen Organismus fuhren kann, also die immunologische
Homoostase gefahrdet ist, resultiert eine systemisch antiinflammatorische

Stressantwort, die die Inflammation auf das Wundgebiet begrenzt (Munford, 2001).
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Abbildung  16: Schematische  Darstellung  der inflammatorischen  und

antiinflammatorischen Veranderungen in Folge eines chirurgischen Eingriffs. Durch ein
Wundtrauma entsteht eine Inflammation deren Faktoren sich in der systemischen
Zirkulation nachweisen lassen (rote Kurve). Die Inflammation der Wunde und die
Stressantwort bedingen unter anderem eine systemische Gegenregulation durch
antiinflammatorische  Faktoren  (blaue Kurve), die insgesamt zu einer
Kapazitatsverminderung der inflammatorischen Faktoren in der systemischen

Zirkulation fuhren und eine erhdhte Infektionsrate verursachen kdénnen.
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Die Stressantwort kann zu einer physiologischen Reetablierung der immunologischen
Homoostase, also einem neuen  Gleichgewicht inflammatorischer  und
antiinflammatorischer Faktoren fihren und den Organismus vor einem pathologischen
Uberwiegen der Inflammation schiitzen. Dieser Umstand konnte die klinische
Beobachtung einer Bimodalitat der durch die Chirurgie ausgelésten immunologischen
Veranderungen erklaren, dass auf die Anzeichen einer Inflammation
antiinflammatorische Veranderungen anschlieBen (Volk, 1996, Menger, 2004). Die
intraoperative Peridualanasthesie greift in diese antiinflammatorische Gegenregulation
ein, indem Kortisol, Adrenalin und IL-10 vermindert und die Auslenkung in Richtung
einer inflammatorischen TH1-Antwort in der systemischen Zirkulation relativ gesteigert
wird. Mdglicherweise fihrt dieser Eingriff zu einer Behinderung der Reetablierung einer
Homoostase zwischen dem inflammatorischen Wundmilieu und der systemischen
Antiinflammation mit der Folge einer erhohten Wahrscheinlichkeit pathologisch
inflammatorischer Zustande. Die Ursachen fur lebensbedrohlichen Stress einschlief3lich
ausgedehnter operativer Eingriffe sind typischerweise mit variablen Zustanden der
Inflammation des kritisch kranken Patienten verbunden (Schuetz, 2006), so dass
insgesamt von der Notwendigkeit eines antiinflammatorischen Feedbackmechanismus
ausgegangen werden kann. Als klinisches Beispiel fur die wichtige Rolle des Kortisol als
Feedbackregulator der Inflammation kénnen Patienten dienen, die ein Polytrauma
erlitten hatten und eine Analgosedierung mit Etomidate erhielten, welches zu
verminderten Kortisol-Plasmaspiegeln fuhrt und bei kritisch kranken Patienten eine
erhohte Mortalitat verursachte (Lendingham, 1983). Die Rolle des Interleukin-10 ist
neben der des Kortisol ebenfalls im Zusammenhang mit einer physiologischen
Immunregulation zur Verhitung einer korpereigenen Schadigung durch das
Immunsystem zu sehen (O Garra, 2007). So konnte Kklinisch auch ein protektiver Effekt
des IL-10 bei Patienten mit Sepsis durch eine Limitierung der Inflammation
nachgewiesen werden (Mege, 2006). Durch die Kombinationsanasthesie wird in diesem
Zusammenhang nicht nur die neuronale Transmission vermindert, sondern wie bereits
erwahnt auch die Effektorfunktion der Nebenniere eingeschrankt. Somit wird eventuell
eine  moglicherweise bedarfsgerechte bzw. adaptierte Variationsbreite der
antiinflammatorischen Stressantwort wenig physiologisch eingeschrankt.
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5.5. Schlussbemerkung

Die Kombinationsanasthesie besitzt das Potential, die in der modernen Medizin zu
einem Teil als pathologisch zu begreifende Stressantwort zu reduzieren. Die Aufgabe
der Anasthesie ist in diesem Zusammenhang, die Stressreaktion auch im Hinblick einer
Bewahrung der immunologischen Kapazitat des chirurgischen Patienten
abzuschwéchen, aber gemessen an den immunologischen Vorgangen der
Wundinflammation weiterhin eine adaptierte antiinflammatorische Stressantwort zu
ermdglichen, da die Quelle der Inflammation in Form des chirurgischen Wundgebietes
von der Anéasthesie weiterhin unabh&ngig existiert. Sollte die im Rahmen der
chirurgischen Stressreaktion bis zu einer gewissen Grenze als physiologisch zu
wertende Stressantwort zu stark abgeschwacht werden, kénnte die durch die Chirurgie
bedingte Inflammation nicht geniigend antiinflammatorisch gegenreguliert werden und

pathologisch inflammatorische Zustande entstehen.

Vor diesem Hintergrund besteht das Problem der aul3erordentlichen Plastizitat und
Komplexitat des Immunsystems in Verbindung mit der Stressantwort. Anhand des
aktuellen wissenschaftlichen Standes und der zur Verfligung stehenden Messmethoden
sind exakte Aussagen zur strikten Grenzziehung einer durch chirurgischen Stress
bedingten physiologischen oder bereits pathologischen Antiinflammation bzw.
Inflammation und damit auch die Bewertung der Kombinationsanasthesie in diesem
Kontext limitiert. Insofern weisen die in der vorliegenden Studie gewonnenen Resultate
auf eine verminderte Reduktion der immunologischen Kapazitat der spezifischen TH1-
Antwort bei zugrundeliegender Abschwachung des Anstieges der antiinflammatorischen

Stresshormone und des IL-10 durch die Kombinationsanasthesie hin.

In diesem Zusammenhang konnte aber hinsichtlich des Auftretens postoperativer
Infektionen kein signifikanter Unterschied zwischen den Studiengruppen erfasst
werden. Allerdings ist die Anzahl von 54 untersuchten Patienten als statistisch zu gering
zu erachten, um diesbezlglich eine Aussage treffen zu kdnnen. Vor diesem Hintergrund
sind somit weitere Studien zur Klarung einer mdglicherweise verbesserten Reduktion
postoperativer Infektionen durch die Kombinationsandsthesie bei grol3en
abdominalchirurgischen Eingriffen anhand einer entsprechend grol3en Fallzahl

notwendig.
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6 Zusammenfassung

Intraoperativer Stress kann zu einer verminderten Kompetenz des spezifischen
Immunsystems fuhren. Die TH1-Zellen erleiden durch ausgedehnte chirurgische
Eingriffe einen Defekt, der sich in einer verminderten Proliferation und einer reduzierten
Fahigkeit zur IFN-y Synthese manifestiert. In der reduzierten Kapazitat der TH1-
Helferzellen kann dabei der immunologische Hauptmechanismus einer insgesamt
verminderten Funktion des Immunsystems bei chirurgischen Patienten gesehen
werden. In diesem Zusammenhang erscheint die Wirkung der TH1-Zellen auf die APC
von zentraler Bedeutung. Die phagozytare Aktivitdt und die Antigenprasentation der
APC via MHC-II werden durch die THI1-Antwort bedeutend stimuliert. Eine
Erregererkennung als Grundlage einer immunologischen Reaktion in der
Erkennungsphase und die letztendliche Erregerelimination in der Effektorphase
beispielsweise durch eine spezifische Synthese opsonierender und einer nachfolgend
erhohten Phagozytose durch neutrophile Granulozyten wird durch die TH1-Antwort
hochgradig mitbestimmt. Die vorliegende Studie untersucht die Hypothese einer
Verminderung der Stressantwort und einer damit einhergehenden verbesserten
Konservierung der TH1-Zellen gestitzten spezifischen immunologischen Kapazitat
durch die Verwendung einer intraoperativen Peridualandsthesie (PDA). Hierzu wurden
54 Patienten, die sich ausgedehnten abdominalchirurgischen Operationen unterziehen
mussten, praoperativ. mit einem Peridualkatheter (PDK) versorgt. In der
Kombinationsanasthesie-Gruppe wurde Uber den PDK die intraoperative Analgesie
gewahrleistet, wahrend in der Kontrollgruppe die Analgesie wahrend der Operation
durch die systemische Gabe von Opioiden erfolgte. In beiden Gruppen wurde
postoperativ der liegende PDK zur patientenkontrollierten Schmerztherapie benutzt. Die
Entnahme von Blutproben fur immunologische Analysen erfolgte vor dem Beginn der
Narkose, 2 Stunden nach Beginn der Operation und am 1. und am 4. Tag postoperativ.
Zu diesen Zeitpunkten erfolgte die Bestimmung der Anzahl der T-Helferzellen, die IL-10
und IFN-y-Plasmakonzentrationen und die IL-10 und IFN-y-Konzentrationen nach
Concanavalin A Stimulation. Ebenso erfolgte vor Beginn der Narkose als auch 40
Minuten nach Beginn der Operation die Bestimmung der Plasmaspiegel von Adrenalin
und Kortisol. Zusatzlich wurde die Narkosetiefe anhand des bispektralen Index erfasst
und weitere post- und intraoperative Daten wie beispielsweise die postoperativen

Infektionsraten gesammelt. Die untersuchten Studiengruppen unterschieden sich nicht
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signifikant hinsichtlich der epidemiologischen Patientendaten und der Art und Dauer der
Operationen. Ebenso konnten keine signifikanten Unterschiede der Narkosetiefe bzw.
BIS-Werte, der endexpiratorischen Isofluran-Konzentration und der intraoperativen
Herzfrequenz festgestellt werden. Es zeigten sich in der Kombinationsanasthesie-
Gruppe bei qualitativ gleichwertiger Narkose ein signifikant verminderter Anstieg der
Adrenalin- und Kortisol-Plasmaspiegel, ein signifikant verringerter Abfall der absoluten
Anzahl der T-Helferzellzahl am Messzeitpunkt Tag 1, eine signifikant reduzierte
Verringerung der IFN-y/IL-10 Ratio anhand der Plasmakonzentrationen, als auch eine
signifikant verminderte Reduktion der IFN-y Stimulierbarkeit durch Concanavalin A.
Anhand des postoperativen klinischen Verlaufes ergaben sich keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Studiengruppen. Insgesamt kann aber anhand der
vorliegenden Ergebnisse darauf geschlossen werden, dass die intraoperative
Verwendung einer thorakalen Peridualanésthesie den operativen Stress reduziert und
mittels einer geringeren Verminderung der spezifischen inflammatorischen Funktion der
lymphozytaren TH1-Zellen bei ausgedehnten abdominalchirurgischen Operationen eine

relative Verbesserung der immunologischen Kapazitat bedingt.
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