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1. Einleitung

Entzündungsreaktionen können nicht nur durch pathogene Keime, deren Zellbestandteile oder

Toxine ausgelöst werden, sondern auch durch sterile endogene Faktoren, wie intrazelluläre

Bestandteile, die bei Zellzerstörung in die Gewebematrix freigesetzt werden. Chirurgische

Eingriffe gehen für gewöhnlich mit einer lokalen Entzündungsreaktion einher, die auf diesem

Aktivierungsmechanismus basiert. Diese Reaktion des Immunsystems erfolgt begrenzt und

dient der Wiederherstellung der Homöostase in dem zerstörten Gewebe durch Eliminierung

des Zelldetritus, dem Schutz vor pathogenen Erregern und der Aktivierung der Fibroblasten

zur Regenerierung des Gewebes, vermittelt über Monozyten, Makrophagen und dendritischen

Zellen und deren Zytokine. Der Grad der Aktivierung hängt von verschiedenen Faktoren ab,

wie der Immunkompetenz des Organismus und dem gesetzten Trauma. Kommt es zu einer

Überstimulierung des Immunsystems mit der Konsequenz der vermehrten Sezernierung von

proinflammatorischen Mediatoren und Mobilisierung von Abwehrzellen, bleiben die Effekte

nicht mehr nur lokal begrenzt, sondern werden systemisch wirksam. Durch den chirurgischen

Eingriff kann somit eine metabolische und inflammatorische Stressreaktion hervorgerufen

werden. Diese ausgeprägte Reaktion des Körpers auf ein Trauma kann als generalisierte

inflammatorische Reaktion (SIRS) betrachtet werden. Diese systemische

hyperinflammatorische Reaktion wird von Immunzellen wie Makrophagen, Monozyten und

neutrophilen Granulozyten initiiert und unterhalten (Guillou 1993, Davis 1997). In

Abhängigkeit von der Eingriffsdauer, dem operativen Zugangsweg und dem gesetzten

Trauma (Baigrie 1992, Chernow 1987) kommt es zu einer verstärkten Aktivierung von

immunkompetenten Zellen mit einer erhöhten Sekretion von proinflammatorischen

Zytokinen, zum Anstoß des Kaskadenabwehrsystems (Komplement, Gerinnungs-/

Fibrinolyse-, Kallikrein-Kinin-Systems) und zur Freisetzung von Akut-Phase-Proteinen aus

der Leber. Die normalerweise lokal wirkenden Entzündungsmediatoren wie TNFα wirken

jetzt systemisch und induzieren die klinischen Symptome einer Hyperinflammation wie hohes

Fieber, erhörte Herzfrequenz und erniedrigter Blutdruck. Im Gegenzug dazu werden als

negativer Rückkopplungsmechanismus antiinflammatorische Zytokine wie IL-10

ausgeschüttet, sowie die Fibrinolyse in Gang gesetzt, um eine überschießende Reaktion der

Körperabwehr zu verhindern. Die durch eine systemische Entzündung ausgelöste systemische

Antiinflammation bezeichnet man als kompensatorisches antiinflammatorisches Response-

Syndrom (CARS). Kommt es zur Dysbalance der Regulationsmechanismen resultiert daraus

eine Beeinträchtigung der zellvermittelten Immunität, eine Reduktion der zirkulierenden
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Lymphozyten, eine Abnahme der natürlichen Killerzell-Zytotoxizität sowie eine Hemmung

der T-Zell-Proliferation (Bouvy 1998). Im Gerinnungssystem kann es zu einer disseminierten

intravasalen Koagulopathie (DIC) kommen. Die klinischen Konsequenzen sind

Mikrozirkulationsstörungen, eine erhöhte Gefäßpermeabilität, Ödembildung und

postoperative Infektionen. Das Zusammenwirken dieser Mechanismen führt zu

Organfunktionsstörungen bis hin zum Organversagen. Eine systemische Hypoinflammation

kann nicht nur als kompensatorische Reaktion auf eine bestehende Hyperinflammation

entstehen, sondern auch durch größere chirurgische Eingriffe direkt hervorgerufen werden.

Dabei kann es auf Grund einer lokalen Entzündungsreaktion zu einer systemischen Induktion

von antiinflammatorischen Mediatoren wie IL-10 und Glukokortikoiden kommen. Die

klinische Folge sind schwer kontrollierbare postoperative Infektionen. Die schwerste Form

der Hypoinflammation stellt dabei die transiente Immunparalyse dar. Zur Einleitung einer

adäquaten Behandlung ist dabei das Wissen über den befindlichen Aktivierungsstatus des

Immunsystems unabdingbar. Um einer systemischen Entzündungsreaktion -ob

Hyperinflammation oder Hypoinflammation- von chirurgischer Seite her vorzubeugen, sollten

möglichst minimalinvasive Techniken beim Zugang gewählt werden, um lokale

Entzündungsreaktionen durch ortsständige Makrophagen zu minimieren, auf schonende

Verfahren bei der Resektion von Gewebe zurückgegriffen werden, sowie die Operationszeit

moderat gehalten werden (Burpee 2002, Haga 1999).

1.1. Einfluss der Chirurgie auf das Immunsystem

1.1.1 Chirurgie und  die inflammatorische Reaktion sowie Immunsuppression

Bei größeren abdominalchirurgischen Eingriffen lässt sich postoperativ eine erhöhte

Zytokinkonzentration in der Peritonealflüssigkeit nachweisen. Diese lokale

Zytokinausschüttung wirkt chemotaktisch auf neutrophile Granulozyten, die durch das lokale

Zytokinmilieu selbst zur Mediatorensynthese stimuliert werden (Badia 1996). Diese Zytokine

wie TNFα und IL-1 wirken dann systemisch und auch als endogene Pyrogene auf den

Hypothalamus. Aber auch ein transienter Sekretionsanstieg von IL-6 und IL-8 nach

Gewebsverletzungen ist zu vermerken (Sylla 2005). In der Folge von größeren chirurgischen

Eingriffen und höheren Blutverlusten kann es zu einer Immunsuppression kommen. Entweder

als überschießende Kompensation einer Hyperinflammation oder direkt durch Induktion von

systemisch wirkenden Mediatoren, sezerniert von lokalen antigenpräsentierenden Zellen.

TNFα selbst induziert die Freisetzung des antiinflammatorisch wirkenden IL-10.  Da IL-10

die Sekretion von TNFα hemmt, diese aber mit der Expression von HLA-DR-
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Oberflächenmolekülen auf Monozyten korreliert, und damit auch die Dichte  der HLA-DR-

Moleküle auf den Monozyten sinkt, kommt es zu einem Verlust der Immunkompetenz der

Zellen (Höflich 2002). Da Monozyten die Brücke zwischen angeborenem und erworbenem

Immunsystem durch die Präsentation von phagozytierten Antigenen an B-Zellen und T-Zellen

bilden, kommt es hier zum partiellen Abbruch der zellevermittelten Kommunikation der

Systeme. Eine temporäre Immunsuppression kann die Folge sein. Durch IFNγ kann die HLA-

DR-Expression wiederhergestellt werden (Höflich 2002). Die HLA-DR-Expression kann

mittels Flowzytometrie bestimmt werden, so dass sie als Marker für eine postoperative

Immunsuppression angesehen werden kann.

1.1.2 Leberchirurgie und die inflammatorische Reaktion

Leberchirurgische Interventionen wie Leberteilresektionen rufen in der frühen postoperativen

Phase eine gesteigerte Freisetzung von IL-6 und IL-10 hervor, hingegen bleibt die

Konzentration von IL-1β und TNFα nahezu unbeeinflusst (Jerin 2003). Es wurde gezeigt,

dass signifikant erhöhte IL-6-, IL-8- und IL-10-Plasmakonzentration mit Infektionen und

Organdysfunktionen nach Leberteilresektion einhergehen. Es zeigte sich auch eine

Korrelation zwischen der erhöhten IL-6- und IL-8-Konzentration und der Operationsdauer

sowie zwischen erhöhten IL-10-Plasmaspiegeln und dem intraoperativen Blutverlust (Kimura

2006). Bei leberchirurgischen Eingriffen können durch das intraoperative Abklemmen der

leberversorgenden Gefäße im Ligamentum hepatoduodenale (Pringle-Manöver) Ischämie-

Reperfusionsschäden entstehen. Die Ischämie ihrerseits ist ein Stimulus zur Freisetzung

inflammatorischer Zytokine (Kontouras 2001, Scatton 2004). Hohe lokale Zytokinlevel

können die Leberregeneration negativ beeinflussen. Danach sollte nach Möglichkeit ein

Pringle-Manöver vermieden werden.

1.1.3 Einfluss der Zugangswege für die Leberteilresektion auf die

inflammatorische Reaktion

Die Laparoskopie bietet den Vorteil kleiner Inzisionen zur Platzierung der Zugangswege zum

Abdomen bei gleichzeitiger übersichtlicher Darstellbarkeit der abdominellen Organe.

Besonders bei laparoskopisch durchgeführten Cholezystektomien liegen Daten vor, die eine

verminderte Entzündungsreaktion im Vergleich zur konventionell durchgeführten

Cholezystektomie zeigen (Cuschieri 1991, Gadacz 1993, Sawyers 1996, Vittimberga 1998).

Ausreichend Beweise sind dargelegt worden, dass das Tumorwachstum nach laparoskopisch

durchgeführten Eingriffen langsamer voranschreitet als nach konventioneller Laparotomie.
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Dieser Effekt wird auf die verminderte Immunsuppression zurückgeführt (Jacobi 2002,

Allendorf 1995). Dieser Aspekt ist in Bezug auf laparoskopisch durchgeführte

Leberteilresektionen beim Leberzellkarzinom oder bei kolorektalen Lebermetastasen von

Bedeutung. Einen verminderten Anstieg der proinflammatorischen Interleukine IL-6 und des

TNFα konnten bei laparoskopischen Leberteilresektionen im Schweinemodell evaluiert

werden (Burpee 2002). Darüber hinaus spielen IL-6 und TNFα eine kritische Rolle bei der

Leberregeneration (Fujita 2001, Cressman 1996, Diehl 1996, Kimura 1999). Es wird davon

ausgegangen, dass eine Hyperstimulation von IL-6 zu einer Inhibition der Leberregeneration

führt (Wustefeld 2000). Bei konventionellen Leberteilresektionen konnte eine signifikante

Erhöhung der IL-6-, IL-8- und IL-10-Plasmaspiegeln nachgewiesen werden, die mit

postoperativen Komplikationen wie Infektionen und Organdysfunktionen assoziiert sind.

Außerdem besteht eine Korrelation zwischen erhöhten IL-6- und IL-8-Plasmaspiegeln und der

Operationsdauer, sowie zwischen IL-10 und dem intraoperativen Blutverlust (Kimura 2006).

Auch andere Studien weisen darauf hin, dass IL-6-Plasmakonzentrationen mit dem gesetzten

chirurgischen Trauma korrelieren (Maruszynski 1995, Shimada 2002). Der Einfluss des

Pneumoperitoneums bei Laparoskopien auf die regionale Immunfunktion ist zu einem

umfangreichen Diskussionsthema mehrerer Studien geworden. Zu bedenken ist, dass bei

laparoskopischen Operationen die peritonealen Mesothelzellen nicht physiologischen CO2

Leveln und erhöhten intraabdominellen Drücken ausgesetzt sind, mit der Konsequenz einer

Azidose, Austrocknung und dem Zug auf das Gewebe, welcher zu Lücken zwischen den

Zellen und einer verminderten intraabdominellen Temperatur führt. Diese lokalen

Veränderungen könnten eine Quelle für inflammatorische Zytokinausschüttung sein (Wu FPK

2003). In einer experimentellen Studie zeigte sich, dass die Peritonealmakrophagenaktivität

und deren Fähigkeit Zytokine zu sezernieren unter dem CO2 Pneumoperitoneum abnimmt

(Jackson 2000). Dennoch widerlegen andere Studien dieses Ergebnis. Immunparameter wie

die HLA-DR-Moleküldichte auf Monozyten zeigten in verschiedenen Studien, die die offene

Fundoduplikatio mit der laparoskopischen verglichen, eine signifikante Aufrechterhaltung der

HLA-DR-Expression bei laparoskopisch durchgeführten Operationen (Sietes 1999, Pertilla

1999, Zieren 2000). Der Hand-assistierte laparoskopische Eingriff als Hybrid-Verfahren mit

den minimalinvasiven Vorteilen der Laparoskopie und dem erweiterten operativen

Handlungsspielraum hat sich aus immunologischer Sicht noch nicht eindeutig mit der

Laparoskopie gleichgestellt. Bei transabdominell durchgeführten Nephrektomien am

Schweinemodell zeigte sich postoperativ eine erhöhte IL-6-Sekretion von Peritoneal-

makrophagen nach LPS-Stimulation in der laparotomierten Gruppe im Gegensatz zu
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niedrigeren IL-6-Sekretionen in der Handport- und Laparoskopiegruppe. Auch die TNFα-

Produktion war in der Handport- und Laparoskopiegruppe geringer (Novitsky 2006).

Anderseits zeigte sich bei nephrektomierten Schweinen eine erhöhte IL-6-, IL-1β- und TNFα

– Konzentration im Plasma beim Handport-assistierten gegenüber dem rein laparoskopischen

Zugang (Matsumoto 2005). Misawa et al. berichten über ein geringer ausfallendes und kürzer

anhaltendes SIRS bei der Handport-assistierten Pankreatektomie gegenüber der

konventionellen Laparotomie. Bei dem Vergleich von laparoskopisch durchgeführten

Kolektomien gegenüber der Handport-Technik zeigte sich ein höherer postoperativer IL-6-

Plasmaanstieg in der Handportgruppe (Targarona 2002).

1.1.4 Einfluss des Lasers auf die inflammatorische Reaktion

In der vorliegenden Studie wurde ein Nd:YAG Laser zur Parenchymdissektion eingesetzt.

Untersuchte  Effekte der Nd:YAG-Laser-Therapie bei humanen Glottiskarzinomen im

Stadium Tis und T1 auf das Immunsystem durch Ermittlung der Serumkonzentration des

löslichen Interleukin-2-Rezeptors (SIL-2R), Interleukin 2 und der natürlichen

Killerzellaktivität zeigen postoperativ verminderte IL-2R-Konzentrationen und erhöhte IL-2-

und NK-Aktivität. Somit liegt ein immunsteigernder Effekt durch die Lasertherapie vor (Lai

2000). Im Rattenmodell, dass die Auswirkungen auf das Immunsystems bei unter anderem

laserresizierten Mammakarzinomen auf einen erneuten Tumorausbruch untersuchte, zeigte

sich, dass nach Resektion des Primärtumors mit dem Nd:YAG Laser der 14 Tage später

implantierte Sekundärtumor an Volumen weniger zunahm als in der konventionell mit dem

Skalpell resizierten Gruppe (Brien 1992). Bei Zytokinmessungen im Kammerwasser von

iridotomierten Hasen mit dem Nd:YAG-Laser zeigte sich in der frühen postoperativen Phase

eine Reaktion der inflammatorischen Interleukine IL-6 und TNFα mit Anstieg derselbigen (Er

H 2002).

1.2 Immunantwort

1.2.1 Lokale Entzündungsreaktion

Zur angeborenen unspezifischen Immunantwort gehören Mastzellen und Makrophagen, die

nach der Komplementaktivierung zu den ersten zellulären Komponenten der Abwehrreaktion

gezählt werden können. Mastzellen sind hauptsächlich in der Haut und Mukosa ansässig und

bilden nach der mechanischen Barriere Haut bzw. Schleimhaut den ersten

Schutzmechanismus zur Abwehr körperfremder Erreger. Über die Aktivierung spezifischer

Rezeptoren wird die Freisetzung von Histamin, Bradykininen und Proteasen induziert. Auf
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Grund der sezernierten Mediatoren kommt es zur Gefäßdilatation mit einem verringerten

Durchfluss und zur erhöhten Gefäßpermeabilität, so dass die Diapedese der Monozyten und

Lymphozyten ins Gewebe gewährleistet wird.  Die zweite Zellgattung des angeborenen

Immunsystems der ersten Abwehrphase sind Makrophagen. Sie entwickeln sich aus mit dem

Blutstrom zirkulierenden und an der Gefäßwand verweilenden Monozyten, die ins Gewebe

einwandern und dort zu ortsansässigen Makrophagen werden. Makrophagen kommen

ubiquitär vor z.B. als Peritoneal- und Alveolarmakrophagen oder als Kupfersternzellen der

Leber. Sie sezernieren nach Aktivierung durch ihre pattern recognition receptors (PRRs)

proinflammatorische Zytokine wie TNFα, Interleukin (IL)-1, IL-6, IL-8, IL-12, IL-18,

Prostaglandine und GM-CSF (Ganulocyte-macrophage colony-stimulating factor). Es werden

Rezeptoren benötigt die Komponenten von Erregern erkennen sowie auf endogene sterile

Warnsignale reagieren, da sich der Organismus vor pathogenen Erregern schützen und sie

eindämmen, im gleichem Maße auch Zellzerstörrungen anderer Kausalität detektieren muss.

Man hat zwei Wege erkannt, wie über PRRs das Immunsystem aktiviert werden kann; zum

einen über pathogene Zellbestandteile wie dem LPS (Lipopolysaccharid), Glykanen oder

deren nichtmethylierte DNA. Diese als PAMP`s (Pathogen-associated molecular patterns)

bezeichneten konservierten Warnsignale werden von membranären oder endosomalen PRRs

wie dem CD14/LPS- Rezeptor, dem TLR (Toll-like receptor) oder dem Mannose- und

Glykanrezeptor oder NOD-like-Rezeptoren erkannt. Da nicht nur Pathogene das Gewebe

zerstören können, sondern auch Traumata in Form von Verbrennung, exzessiver Kälte,

mechanische Kräfte, toxische Stoffe oder in der Medizin chirurgische Eingriffe,

Gewebeischämie und Chemotherapeutika, werden endogene Warnsignale die als DAMPs

(Damage-associated molecular patterns) bezeichnet werden von PRRs auf Monozyten,

Makrophagen und dendritischen Zellen (DC) erkannt. DAMPs werden schnell von

nekrotischen Zellen, nicht aber von apoptotischen Zellen in den Extrazellularraum (EZR)

freigesetzt. Auch intakte Monozyten können DAMPs zur Initialisierung und Triggerung der

Enzündungskaskade auf dem nicht klassischen Weg sezernieren. DAMPs stimulieren nicht

nur das angeborene Immunsystem sondern aktivieren auch direkt oder indirekt das adaptierte

System und führen zur Regenerierung und Wiederherstellung der Homöostase im Gewebe. Zu

den endogenen Signalen gehört das Chromatin-assoziierte Protein HMGB1 (High-mobility

group box 1). In apoptotischen Zellen wird es irreversibel an die DNA gebunden. In

nekrotischen Zellen gelangt es in die Matrix des EZR (Müller 2004). HMGB1 wirkt

chemotaktisch, proinflammatorisch meist über TLRs und proangiogenetisch auf die

Zelldifferenzierung der DC über RAGE (Receptor of advanced glycation endproducts). Ob
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HMGB1 allein für die direkte Sekretion von proinflammatorischen Zytokinen durch

Assoziation mit dem TLR verantwortlich ist oder ob es Kostimulatoren benötigt ist noch nicht

geklärt (Bianchi 2007). S100 Proteine aus der Familie der Calcium-bindenden-Proteine

können auch während der Inflammation von Makrophagen sezerniert oder von zerstörten

Zellen freigegeben werden. Manche von ihnen interagieren mit dem TLR andere mit RAGE.

Hitze Schock Proteine (HSP) dienen intrazellulär u.a. als Chaperone der Faltung der Proteine

und interagieren bei Freisetzung in den EZR mit dem TLR. Harnsäure als Abbauprodukt der

Purinnukleotide liegt intrazellulär gelöst vor, bei Kontakt mit dem EZR präzipiert sie zu

Mononatriumurat. Dieses Kristall wirkt stimulierend auf DC und in Kostimulation mit

anderen Antigenen oder DAMPs verstärkt es die CD8+-T-Zellen Aktivität. Mononatriumurat

kann das Inflammasom mit seiner Caspase 1  aktivieren und führt so zur Produktion von

aktivem IL-1β und IL-18. DAMPs wie auch PAMPs binden an TLR, IL-1R oder RAGE und

enden damit in einer gemeinsamen Signaltransduktionskette, die eine intrazelluläre

Freisetzung von NFκB mit der Expression von proinflammatorischen Zytokinen zur Folge

hat. Damit es zu einer adäquaten Reaktion des Immunsystems kommt und nicht zu einer

Überstimulierung greifen auch Mechanismen zur Eindämmung der Aktivierung ein.

Mononatriumurat kann durch eine Uricase abgebaut werden. Die Wirkung von HMGB1 kann

verringert werden durch die Bindung an lösliche RAGE oder Thrombomodulin. Adenosin

kann als antiinflammatorisches DAMP betrachtet werden. Die Feinabstimmung kann u.a.

durch die Freisetzung von DAMPs auf dem nicht klassischen Weg aus kompetenten Zellen

erfolgen, die man dann auch als LSP (Leaderless secretory proteins) bezeichnet (Rubartelli

2007). Die von den aktivierten Monozyten sezernierten Zytokine stoßen eine Reihe von

Folgereaktionen an. TNFα und IL-1β steigern die Gefäßpermeabilität, die Histamin-

freisetzung und dienen als chemotaktische Faktoren, so dass weitere Lymphozyten angelockt

werden und in das Entzündungsgebiet einwandern können, mit der klinischen Folge der

Ausbildung der vier Kardinalsymptome der Entzündungsreaktion. IL-1 wirkt als endogenes

Pyrogen und induziert bei Lymphozyten die Dichteerhöhung von Integrinen an der

Zelloberfläche für die Transmigration. Die Bildung und Freisetzung von Akut-Phase-

Proteinen aus der Leber wird durch IL-6 unterhalten, zudem aktiviert es Lymphozyten.

Granulozyten werden durch IL-8 zum Entzündungsgeschehen navigiert. IL-12 und IL-18

aktivieren natürliche Killerzellen (NKs) die IFNγ sezernieren und damit wiederum die

Monozytenaktivierung verstärken. Makrophagen die über DAMPs aktiviert werden, durch

membranäre oder endosomale Rezeptoren, sezernieren LSPs und proinflammatorische

Zytokine ins Gewebe und es kommt zu einer Erhöhung der HLA-DR-Moleküle auf der
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Oberfläche von DCs und Monozyten (Lotze 2007). Makrophagen die Pathogene durch ihre

Rezeptoren gebunden haben inkorporieren diese per Phagozytose. Damit eliminieren sie

Erreger und zum anderen werden die inkorporierten Pathogene in Lysosomen zerlegt und die

pathogenspezifischen Aminosäuresequenzen in MHC-Molekültaschen (Major

histocompatibility complex = HLA/ Humanes Leukozyten Antigen) auf der Oberfläche der

Makrophagen den Lymphozyten präsentiert. Die Lymphozyten gehören dem erworbenen,

spezifischen Immunsystem an. Damit bilden die Makrophagen mit der Präsentation von

Antigenen die Brücke zwischen angeborenem und erworbenem Immunsystem. Zellen, die in

der Lage sind durch Antigenpräsentation die Zellen der adaptiven Immunantwort zu

aktivieren, nennt man antigenpräsentierende Zellen (APC). Sie verfügen über eine hohe

Dichte an MHC-I- und II- Molekülen an ihrer Oberfläche. Zu diesen Zelltypen zählen

Monozyten, Makrophagen, Dendritische Zellen (DC) und B-Zellen. Bei B-Zellen besteht die

Besonderheit, dass sie zusätzlich zur Aktivierung durch den Antigenkontakt mittels MHC-II

noch ein Aktivierungssignal von TH2-Zellen benötigen. DCs expremieren sowohl MHC-

Klasse-I sowie MHC-Klasse-II-Moleküle und können damit über MHC-I-Moleküle CD8+-T-

Zellen aktivieren und über MHC-II-Moleküle CD4+-T-Zellen. Auch alle anderen

kernhaltigen Zellen des Körpers können MHC-I-Moleküle expremieren, doch sind DC die

Hauptaktivatoren der T-Zellen, was in der Kreuzpräsentation von Antigenen begründet liegt.

Der Ansatz, dass strikt getrennt wird zwischen der Präsentation von intrazellulären Antigenen

mittels MHC-I-Molekülen und extrazellulär phagozytierten Antigenen über MHC-II-

Moleküle, ist veraltet. Auch über MHC-I-Moleküle können phagozytierte Antigene

präsentiert werden. Aktivierte DCs wandern zu Lymphknoten oder anderen lymphatischen

Geweben um nativen T-Zellen die Antigene zu präsentieren. Während bei nativen DCs die

MHC-Moleküle ständig recycelt werden, d.h. sie werden ständig internalisiert und wieder an

die Oberfläche gebracht, kommt es bei Kontakt mit einem Antigen zur Reifung der DC mit

einem verminderten Turnover der MHC-Moleküle. Dies führt zum Anstieg der Dichte der

MHC-Moleküle auf der Zelloberfläche. Durch die Reifung wird die Expression von

kostimulatorischen Molekülen wie CD86 angehoben. Erst durch die Interaktion mit beiden

Molekülen- dem MHC-Protein und dem CD86- kann ein adäquates Aktivierungssignal in der

T-Zelle erzeugt werden. Fehlt der Kostimulator kann die T-Zelle anergisch werden. Die T-

Zellen werden in Subpopulationen unterteilt, von denen jede unterschiedliche Aufgaben nach

der Aktivierung wahrnimmt. CD8+-T-Zellen töten als zytotoxische Killerzellen durch

Freisetzung von lytischer Granula ihre Zielzellen ab. Bei den CD4+-T-Zellen unterscheidet

man TH1-Zellen von TH2-Zellen. Die Differenzierung in eine der Subpopulation hängt dabei
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vom Zytokinmilieu während des Antigen-MHC-Komplex-Kontaktes ab. Während IFNγ und

IL-12 die Differenzierung zu TH1-Zellen forcieren, wird die Differenzierung zu TH2-Zellen

durch IL-4 bestimmt. In vivo kommen jedoch Mischpopulationen vor, auch hängt die

Zytokinausschüttung und die sich entwickelnde Population vom Erregerspektrum bzw. der

Aktivierung über die unterschiedlichen DAMPs ab. Zu den T-Zell-Subpopulationen gehören

noch regulatorisch aktive Zellen. TH1-Zellen schütten die Zytokine IFNγ, TNFα und weitere

Mediatoren wie GM-CSF (Granulocyte macrophage-colony stimulating factor) aus. Dadurch

erhöhen sie nicht nur die Zellzahl der Makrophagen sondern auch ihre Immunkompetenz, da

durch das TNFα und IFNγ die MHC-II-Molekülexpression angehoben wird. Durch die IFNγ

Produktion wirken die TH1-Zellen stimulierend auf DCs und neutrophile Granulozyten, indem

sie die Phagozytose und den oxidativen Burst anregen. TH2-Zellen produzieren Zytokine wie

IL-2, IL-4, IL-5, IL-6 und IL-10, die für die Reifung der B-Zelle von Bedeutung sind. Durch

IL-4 werden B-Zellen aktiviert und differenziert. Es kommt zur humoralen Immunantwort mit

Vermehrung des spezifischen Zellklons und zur Sekretion von Antikörpern. IL-5 trägt zur

Differenzierung von B-Zellen bei, die Expression des CD40- Liganden und führt zum

Immunglobulin-Isotypen-Switch. Das antiinflammatorische IL-10 hemmt die TNFα-

Ausschüttung und die Differenzierung von CD4+-TH1-Zellen. Die lokale

Entzündungsreaktion dient zum Eindämmen einer Infektion durch einen Erreger oder zur

Herstellung der Homöostase in zerstörten Geweben. Diese Immunreaktion reguliert sich

normalerweise über parakrine und autokrine Rückkopplungsmechanismen von selbst. Das

von aktivierten Monozyten und Makrophagen sezernierte TNFα limitiert seine Ausschüttung

selbst durch TNFα-Rezeptoren auf der Monozytenoberfläche die durch Aktivierung zur

Suppression der TNFα-Produktion führen. TNFα induziert zudem die Freisetzung des

antiinflammatorischen IL-10. Prostaglandine, die auch freigesetzt werden, haben zum einen

proinflammatorische Effekte, zum anderen senken sie die TNFα-Produktion und erhöhen die

IL-10-Freisetzung. Entzündungsmediatoren und Prostaglandine können auch über neuronale

Bahnen die Entzündungsreaktion modulieren. Es kommt  über eine neuronale Aktivierung zur

Freisetzung von Glukokortikoiden, Katecholaminen und Azetylcholin. Besonders das

Azetylcholin wirkt stimulierend auf die IL-10-Produktion.

1.2.2 Systemische Entzündungsreaktion

Gelingt es dem Körper nicht die lokale Entzündungsreaktion einzudämmen, treten vermehrt

Entzündungsmediatoren ins Blut über und es kommt zu einer systemischen Reaktion. Die

Auswirkungen sind eine vermehrte Freisetzung von Akut-Phase-Proteinen aus der Leber,



Einleitung Seite 18

vermehrte Mobilisation von Monozyten und Granulozyten aus dem Knochenmark und eine

veränderte Gesamtstoffwechsellage. Durch enorm erhöhte TNFα-Plasmakonzentrationen

kommt es zu einer systemischen Vasodilatation mit veränderten hämodynamischen

Auswirkungen und zu einer Aktivierung des Gerinnungssystems. Dieser Zustand wird als

SIRS (Systemic inflammatory response syndrome) bezeichnet. Ein SIRS kann durch schwere

Gewebsschädigungen, ausgedehnte operative Eingriffe und Verbrennungen ausgelöst werden.

Auch diese systemische Entzündungsreaktion induziert wie die lokale Entzündungsreaktion

antiinflammatorische Zytokine, um die Inflammation zu kontrollieren. Diese Gegenregulation

in Form einer Hypoinflammation wird als CARS (Compensatory anti-inflammatory response-

syndrome) bezeichnet. Wie bei lokalen Entzündungen wirken auch hier antiinflammatorische

Zytokine und Rezeptoren wie IL-10, TGFβ (Transforming growth factor), IL-1-

Rezeptorantagonist und der lösliche TNFα-Rezeptor der Inflammation entgegen.

Auch der negative Rückkopplungsmechanismus des TNFα kommt zum Tragen. Die

neuronale Regulation durch Mobilisierung von Glukokortikoiden aus der Nebennierenrinde

trägt besonders zur Immunsuppression durch Hemmung des intrazellulären NFκB bei. Durch

die Immunsuppression werden Organe vor entzündungsbedingten Schädigungen, die durch

die TNFα-Wirkung hervorgerufen werden, verhindert. Die ausgeprägte Antiinflammation

kann zu einer erhöhten Anfälligkeit gegenüber Erregern führen und opportunistischen Keimen

eine Chance zur Etablierung geben. Eine lang anhaltende Hypoinflammation wird als

Immunparalyse bezeichnet und ist gekennzeichnet durch einen Abfall der HLA-DR und

CD80/86 Expression auf Monozyten (Döcke 1997, Höflich 2002). Dadurch wird die Fähigkeit

Antigene zu präsentieren und T-Helferzellen zu aktivieren stark eingeschränkt. Die

Produktion vom IL-1-Rezeptorantagonisten und IL-10 bleibt während dieser Phase erhalten

(Randow 1995, Wolk 2000). Zudem kommt es zu einem Zellzahlverlust der zirkulierenden

Lymphozyten, besonders der T-Zellen. Es konnte in tierexperimentellen Modellen

nachgewiesen werden, dass es zu einer Apoptose der CD4+-T-Zellen und B-Zellen kommt

(Ayala 1997, Hotchkiss 1997, Hotchkiss 1999). Im Organismus kann man nicht rein zwischen

SIRS und CARS trennen. Vielmehr treten beide Mechanismen überlappend auf, so dass man

auch von einem MARS (Mixed anti-inflammatory response syndrome) spricht.

1.3 Parameter zur Messung der Immunkompetenz

Um den Immunstatus nach chirurgischen Eingriffen einschätzen zu können, und damit auch

die Auswirkung verschiedener chirurgischer Techniken auf das Immunsystem vergleichen zu

können, hat sich die Bestimmung inflammatorischer und antiinflammatorischer Zytokine
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bewährt. Darüber hinaus kann das Risiko eines Patienten im postoperativen Verlauf an einer

Infektion zu erkranken durch den präoperativen Immunstatus abgeschätzt werden.

1.3.1 HLA-DR-Expression auf Monozyten

Das HLA-DR-Expressionsmuster unterliegt einer Reihe von regulatorischen Mechanismen,

die durch Zytokine beeinflusst werden. Die TNFα-Plasmakonzentration korreliert dabei mit

der HLA-DR-Molekülexpression auf Monozyten (Höflich 2002). Auch IFNγ und HMGB1

können die HLA-DR-Expression anheben. Durch die verminderte Ausschüttung von TNFα

durch IL-10 kommt es auch zum Rückgang der HLA-DR-Moleküldichte. Dies äußert sich in

einer verminderten Aktivierbarkeit von CD4+-T-Zellen und mündet in einer

immunsupprimierten Abwehrlage. Auch endogene Glukokortikoide können direkt oder

indirekt über eine IFNγ-Synthese-Inhibition und Induktion von IL-10 die HLA-DR-

Expression verringern. Die HLA-DR-Dichte auf der Oberfläche von Monozyten kann

flowzytometrisch bestimmt werden und somit eine transiente Immunparalyse im

postoperativen Monitoring aufgedeckt werden.

1.3.2 TNFα nach LPS-Stimulation

Lipopolysaccharid (LPS), ein Bestandteil der Zellwand gramnegativer Bakterien, stimuliert

Monozyten über CD14 und den Toll-like-receptor-4, Zytokine wie TNFα, IL-1β und IL-10 zu

sezernieren. Die TNFα -Konzentration ist dabei nach vier Stunden LPS-Stimulation am

höchsten. Es lassen sich grob zwei Phasen in der Immunantwort unterscheiden. In der frühen

Phase kommt es zur Hyperinflammation mit erhöhten TNFα-Konzentrationen und in der

späteren Phase kommt es zu einem erheblichen Absinken des Zytokins. Doch nach

chirurgischen Eingriffen oder bei Sepsis/SIRS kommt es zu einer verminderten Kapazität der

PBMC, TNFα zu sezernieren (Kremer 1996, Keel 1996).

1.3.3 Weitere Entzündungsmediatoren nach Stimulation mit

Immunmodulatoren

Durch Concanavalin A (Con A)-Stimulation werden T-Lymphozyten stimuliert IFNγ, IL-2,

IL-4 und IL-10 zu produzieren. Eine verminderte Sekretion von IFNγ aus TH1-Zellen führt

zur verminderten HLA-DR-Expression auf Monozyten, zum geringeren oxidativen Burst und

zu verminderter Phagozytoseaktivität von neutrophilen Granulozyten und DCs. Eine

verminderte IL-4 Ausschüttung aus TH2-Zellen führt zu einer Paralyse der B-Zellaktivität und

des Wachstums, der Immunglobulin-Isotypen-Switch wird unterdrückt, so dass die Affinität
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und Avidität der Antikörper nicht zunimmt und die humorale Abwehr geschwächt wird.

Durch eine verminderte IL-10 Produktion kann es zu einer Hyperinflammation mit hohen

TNFα-Plasmakonzentrationen kommen, die zu einer Organschädigung führen. Makrophagen

werden zur IL-6 Produktion angeregt, welches bei verminderter Sekretion zu einem Abfall der

Antikörperproduktion von B-Zellen führt. Die von stimulierten Zellen sezernierten Zytokine

können quantitativ durch den ELISA bestimmt werden. Auch durch Stimulation mit

Phytohaemagglutinin (PHA) können T-Zellen zur Zytokinausschüttung angeregt werden.

1.4 Anatomische Spezifität des Tiermodells

Makroskopisch betrachtet ist die Schweineleber in drei Lappen eingeteilt, wobei man von drei

Hauptlappen spricht: dem links lateralen, dem medialen und dem rechts lateralen Lobus

(Court 2003) (Abb.1). Diese sind deutlich voneinander abzusgrenzen durch die interlobulär

verlaufenden Bindegewebsstränge. Der mediale Lappen wird durch eine tiefe umbilicale

Fissur, die sich fast bis zum Hilus erstreckt, scheinbar geteilt. Deshalb verwendet man die

Bezeichnungen: linker und rechter medialer Lappen. Der kleine caudale Lappen ist dem

rechts lateralen Lappen auf der Visceralseite aufgelagert. In ihm verläuft die Vena cava

inferior ( VCI ). Die Gallenblase liegt eingelassen im rechts medialen Lappen. In Anlehnung

an den Menschen kreuzen meistens weder die vaskulären Gefäße noch die Gallengänge von

einer Leberhälfte zur anderen.

Abbildung 1: Anatomie der Schweineleber. A ventral. B dorsal.

Die segmentale Anordnung mit Einteilung nach Couinaud, bei der ein Segment autonom

durch einen arteriellen und portalvenösen Zufluss und einen venösen und biliären Abfluss

versorgt wird, findet auch an der Schweineleber ihre Anwendung. Der für dieses Projekt zur

Resektion in Betracht kommende links laterale Lappen, der auf Grund seiner Zugänglichkeit
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gewählt wurde, kann in die Segmente II und III untergliedert werden. Die Lebervenen und

Portalvenen verlaufen in anatomischem Korrelat zum Menschen. Die Lebervenen sind sehr

dünnwandig, so dass sie beim Freipräparieren leicht verletzt werden können. Die Arterien

hingegen teilen sich in eine variable Anzahl von Ästen auf, die auf dem Portalvenenstrang

verlaufen. Der Ductus hepaticus sinister drainiert die Galle des links lateralen und links

medialen Lappens.

1.5 Wechselwirkung des Lasers mit dem Gewebe

Laserlicht hat spezifische Eigenschaften zu denen die Kohärenz, d.h. das alle emittierten

Wellen identische räumliche und zeitliche Phasen haben, die Monochromasie, Laserstrahlung

hat nur Licht einer bestimmten Wellenlänge und die Kollimation, was bedeutet, dass sich die

Strahlung parallel ausbreitet, zählen. Die Wechselwirkung mit biologischem Gewebe hängt

zum einen von der optischen und thermischen Eindringtiefe des Lasers ab, sowie von der

Leistungsdichte und der Repititionsrate. Die Wirkung des Lasers auf das Gewebe wird

bestimmt von der Lichtausbreitung im Gewebe und damit von der Streuung, Reflexion und

Absorption des Lichtes. Die Wechselwirkung mit dem Gewebe wird durch

Gewebserwärmung, Temperaturverteilung und photochemische Reaktionen und die daraus

resultierenden Gewebsveränderungen charakterisiert. Die Schnittfläche eines Lasers in

wasserreichem Gewebe ist wie folgt aufgebaut: um die Laserfaser vaporisiert das Gewebe

also verdampft, darunter kommt die karbonisierte Schicht, gefolgt von der

Koagulationsschicht und der thermisch geschädigten Schicht, bevor natives Gewebe erreicht

wird.

1.6 Problemstellung und Ziele

Leberchirurgische Eingriffe wie Leberteilresektionen sind bei verschiedenster

Indikationsstellung mit einer erhöhten Morbidität und Mortalität verbunden. Postoperative

Komplikationen wie Infektionen, Organfunktionsstörungen und Multiorganversagen stehen in

Zusammenhang mit einer systemischen Hyperinflammation- dem SIRS, oder der anderen

Variante- dem CARS. Die transiente oder permanente postoperative systemische

Immunsuppression kann ihren Ausgang durch eine übergreifende lokale Entzündungsreaktion

am chirurgischen Zugangsweg oder im Bereich der Resektion nehmen, die sich zum SIRS

entwickelt und durch eine kompensatorische Hypoinflammation hervorgerufen wird.

Anderseits kann der chirurgische Eingriff selbst, durch vermehrte systemische Ausschüttung
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von antiinflammatorischen Zytokinen, sofort zur Ausbildung einer systemischen

Immunsuppression führen.

Ziel der vorliegenden experimentellen Studie am Tiermodell Hausschwein ist die

Untersuchung des Einflusses der unterschiedlichen Zugangswege für die Leberteilresektion

mit dem Nd:YAG Laser auf die postoperative systemische inflammatorische Reaktion.

Als Zugangsvarianten werden die laparoskopische Technik, gekennzeichnet durch minimale

Inzisionsstellen, die Handport-unterstützte Laparoskopie, als Hybridoperation mit

laparoskopischen Anteilen und einer Minilaparotomie, sowie als maximalinvasive Technik

die konventionelle mediane Laparotomie als Vergleichsgruppe gewählt. Die

Stichprobenanzahl liegt pro Gruppe bei 5 Tieren. Hauptkriterium der Arbeit ist die

Darstellung der MHC-II-Expression auf CD14+ Monozyten und die Kapazität der Zellen zur

Sekretion von Zytokinen nach Stimulation mit Immunmodulatoren zur Abschätzung der

Immunkompetenz gemessen im postoperativen Verlauf.

Die Auswirkungen der einzelnen Operationstechniken -Laparoskopie, Handport-unterstützte

Laparoskopie und Laparotomie- auf die postoperative systemische Immunreaktion sollen

anhand folgender Kriterien untersucht werden:

 Messung der Zytokinsekretion von IL-6, IL-8 und IL-10 nach 24 h Stimulation mit

LPS und Con A

 Messung des Zytokinsekretion von TNFα nach 4 h LPS-Stimulation

 Messung des Zytokinsekretion von IFNγ nach 24 h PHA-Stimulation

 Messung der MHC-II-Expression auf B-Zellen, CD14+ Monozyten und CD14++

Monozyten

 Erstellen eines Differentialblutbildes der Leukozyten- und Lymphozyten-

Subpopulationen

Die klinische Relevanz dieser Arbeit liegt in der Etablierung gewebeschonender, komfortabel

durchführbarer, mit guter Resizierbarkeit und immunkompetenzerhaltender

Operationstechniken für die Leberteilresektion mit dem Laser.

Ausgegangen wird von der Arbeitshypothese, dass es in der systemischen Immunreaktion

zwischen den einzelnen operativen Zugangswegen einen Unterschied gibt. Dabei ist der

laparoskopische Zugangsweg der Eingriff mit der geringsten Immunsuppression und mit der

am wenigsten abfallenden HLA-DR-Expression auf Monozyten.
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Die dieser Arbeit zugrunde liegenden Untersuchungen sollen folgende Fragestellungen

beantworten und den eventuellen Einsatz des Nd:YAG-Lasers im Klinikalltag unter

Verwendung des profitabelsten Zuganges befürworten:

 Welcher Zugangsweg für die Leberteilresektion mit dem Laser löst die geringste

postoperative Immunsuppression aus?

 Kommt es überhaupt zu einer messbaren systemischen Immunreaktion?

 Kommt es zu einer Hyperinflammation/SIRS oder einer Hypoinflammation/CARS?

 Wie verhält sich die MHC-II-Expression auf CD14+ und CD14++ Monozyten im

postoperativen Verlauf und in Bezug auf die Gruppen?

 Wie verhalten sich die Zytokinkonzentrationen im postoperativen Verlauf von 8

Tagen und wie in Bezug auf die Gruppen?
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2. Material und Methoden

2.1 Studiendesign und Versuchsablauf

In der aktuellen Machbarkeitsstudie sollen anhand des Tiermodells Jungschweine alternative

chirurgische Laparoskopieinstrumente auf ihre Tauglichkeit zur Leberteilresektion überprüft

werden. Insbesondere liegt hier das Augenmerk auf der Dissektions- und

Koagulationsfähigkeit des Nd:YAG Lasers, sowie den intraoperativen und postoperativen

Auswirkungen des Lasers auf das Organ Leber selbst und den möglichen systemischen

inflammatorischen Veränderungen. Dazu werden insgesamt 15 Tiere in drei Gruppen

eingeteilt, von denen jeweils fünf Tiere in der laparoskopischen Technik, fünf weitere in der

Handport-Technik und die letzten fünf laparotomiert werden. Die Operationen finden zum

Zweck der Standardisierung und um die zirkadiane Rhythmik der Tiere zu berücksichtigen

immer im Laufe des Vormittags statt. Um einen randomisierten Versuchsablauf zu sichern,

werden an aufeinander folgenden Versuchstagen immer Tiere aus unterschiedlichen Gruppen

dem Eingriff unterzogen.

Abb. 2:Darstellung des zeitlichen Versuchsablaufs

Die Tiere werden zur Eingewöhnung eine Woche in der tierexperimentellen

Forschungseinrichtung am Campus Virchow Klinikum gehalten, bevor sie dem Versuch

zugeführt werden. Am achten Tag findet der entsprechende operative Eingriff mit Entnahme

der präoperativen und postoperativen Proben statt. Am ersten postoperativen Tag erfolgt die

Wundversorgung und die Blutentnahme für die Bestimmung der Verlaufsparameter in



Material und Methoden Seite 25

Narkose. Die vierte Blutentnahme wird am dritten postoperativen Tag getätigt, bevor am

siebenten postoperativen Tag die letzte Blutentnahme mit anschließender Euthanasie und

Sektion erfolgt. Die Tiere haben somit eine Gesamtstandzeit von 14 Tagen (Abb.2). Die

Blutproben werden nach Entnahme zum Campus Charité Mitte gebracht und dort im Labor

des Immunologischen Institutes aufbereitet. Das Projekt erfolgt in Kooperation mit der Klinik

für Allgemein-, Viszeral,- und Transplantationschirurgie und der Tierexperimentellen

Einrichtung am Charité Campus Virchow Klinikum, dem Institut für Radiologie und dem

Institut für Medizinische Immunologie am Charité Campus Mitte und der Abteilung für

Lasermedizin des Elisabeth Krankenhauses Berlin.

2.2 Material und Methoden für die Leberteilresektion am Schwein

Die verwendeten Materialien zur Leberteilresektion mit dem Nd:YAG Laser in den

verschiedenen chirurgischen Techniken Laparotomie, Laparoskopie und die Handport-

unterstützte Laparoskopie werden folgend näher erläutert.

2.2.1 Nd:YAG-Laser

Der Nd:YAG-Laser (Neodymium-dotierter Yttrium-Aluminium-Granat-Kristall) ist ein

Festkörperlaser. Dabei sind die angeregten Neodymium-Ionen in dem YAG-Kristall der

aktive Teil des Mediums, der die Infrarotstrahlung der Wellenlänge 1064 nm emittiert. Mit

Gasentladungslampen (Blitz- bzw. Bogenlampen) aber auch mit Diodenlasern bei einer

Wellenlänge von 808 nm lassen sich die Neodymium-Ionen zur Emission anregen. Ob Puls-

oder Dauerbetrieb (cw = continuous wave) hängt von der verwendeten Pumpenergiequelle ab:

Pulsbetieb bei Blitzlampenbetrieb und Dauerbetrieb bei Diodenlaserverwendung. Zur

Verwendung bei den Leberresektionen kommt der Dornier Medilas fibertom 5060 (Dornier

MedTech GmbH, Wessling) der Wellenlänge 1068 nm mit einer Laserenergie von 40 Watt im

Dauerbetrieb in no touch Technik und 20 Watt in Vollkontakt-Technik. Als Lichtleiter wird

eine 3m lange Quarzfaser (KLS Martin Group, Tuttlingen) mit 600μm Faserkerndurchmesser

verwendet. Der Nd: YAG-Laser wird für alle Versuchsgruppen verwendet. Er hat eine

optische Eindringtiefe von 10mm bei 1000nm in wasserreichem Gewebe. Dadurch

konzentriert sich die meiste Energie im Oberflächenbereich des Gewebes und das

Lebergewebe lässt sich gut vaporisieren. Zudem hat er eine hohe Koagulationsfähigkeit in

Zielgeweben mit hohem Hämoglobingehalt, mit einem Koagulationssaum von ca. 8 mm um

die Schnittfläche. Damit hat der Nd:YAG-Laser im Wellenbereich von 800-1200nm sein

optimales Tiefenwirkungsprofil bei Geweben, deren Absorptionseigenschaft hauptsächlich
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durch Wasser und Hämoglobin, den Farbstoff der Erythrozyten, bestimmt wird. Der

Dauerbetriebmodus und die Vollkontakt-Technik, mit karbonisierter Laserspitze und in

Kontakt mit dem Gewebe, wird verwendet um die max. Energie zu erhalten, und damit

schnell und effizient das Gewebe bei moderater Temperaturentwicklung zu dissezieren bzw.

zu vaporisieren. Da bei der no touch-Technik, also Schneiden des Gewebes ohne das es zur

Berührung der Laserfaser mit dem Gewebe kommt, die Koagulationsfähigkeit erhöht ist, wird

sie bevorzugt verwendet, um Gefäße mit einem Querschnitt unter 2mm zu koagulieren und

damit eine adäquate Blutstillung zu ermöglichen.

2.2.2 Material der Hand-assistierten laparoskopischen Operation

Abb. 3: A Fixiertes Portsystem an der lateralen Bauchwand des Versuchstiers. B

Verwendetes Portsystem.

Der chirurgische Eingriff erfolgt, bei schon bestehenden Pneumoperitoneum, über einen

Silikon-Port (kanalähnliche Öffnung), der eine luftdichte Abdichtung mit der Körperwand

formt und somit einen Zugang zur Bauchhöhle bietet (Abb.3). Da sich der Port an die

Bauchwand anlegt, ist die Öffnung abgedichtet und das Pneumoperitoneum bleibt aufrecht

erhalten. Eine Minilaparotomie von ca. 7 cm ist nötig, um das System in die Bauchwand zu

integrieren. Es bedarf keiner weiteren Sicherung durch Annähte. Das Portsystem besteht aus

einem Handport Basis Retraktor, der eine nicht adhäsive Anlagerung an das Peritoneum und

die anderen Bauchwandschichten ermöglicht sowie einem Gelverschluß, der sich um die

Hand des Chirurgen anlegt und somit ein Entweichen des CO2 aus dem Pneumoperitoneum

verhindert. Das für den Versuch verwendete Gelhandportsystem stammt von der Firma

Applied Medical GmbH, Düsseldorf.
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2.2.3 Material der laparoskopischen Operation

Zur apparativen Ausstattung des laparoskopisch und Handport-unterstützten laparoskopisch

durchgeführten Eingriffs gehört:

 der elektronische CO2-Insufflator mit Silikon-Schlauchset, Hochdruckschlauch und

CO2-Flasche (Fa. K.Storz, Tuttlingen).

 die mobile Videoeinheit mit Kamera-Kontrolleinheit Telecam DX PAL mit 30° Optik

(Fa. K. Storz, Tuttlingen), Fluid-Lichtkabel, Xenon nova Video-Kaltlicht-Fontäne (Fa.

K. Storz, Tuttlingen), Monitor (Fa. Sony Corporation), Videorecorder (MGB, Berlin).

Eingesetztes Instrumentarium aus der Humanmedizin:

 Verress-Nadel

 Trokare mit Trokarhülsen (Versaport Plus 5mm-12mm Fixation Cannula, Ethicon

Endo-surgery, Inc Johanson-Johanson GmbH, Norderstedt)

 Clip-Instrument mit Titanclips (Allport Clip Applier 5mm with middle Titanclips,

Ligaclip®, Ethicon Endo-Surgery, Inc Johanson-Johanson GmbH, Norderstedt)

 Laserhandstück (KLS Martin, Tuttlingen)

 Atraumatische Fasszangen

 Bergebeutel (Endopouch®, Ethicon Endo-Surgery, Norderstedt)

2.2.4 Versuchstiermodell

Untersuchungen mit laparoskopischen Instrumenten aus der Humanmedizin lassen sich am

besten an mittelgroßen weiblichen Hausschweinen mit einem Körpergewicht um 40-45 kg

durchführen. Für das Versuchsvorhaben werden weibliche Jungschweine (DL*DE) aus einem

landwirtschaftlichen Betrieb eingesetzt. Schweine werden schon seit Jahren als Modell für

immunologische Studien benutzt, da ihr Immunsystem vergleichbar ist mit dem des

Menschen (Tumbleson 1996, Piriou-Guzylack 2008).

Die Anforderungen an das Tiermodell sind:

 die Eignung zum laparoskopischen Operieren

 möglichst mit dem Menschen vergleichbarer Operationssitus und Operationsverlauf

 vergleichbare Mikro- und Makroanatomie

 vergleichbare Heilungsprozesse der Resektionsfläche

 vergleichbare biologische Abwehrlage des Versuchstiers

 vergleichbare Oberflächenmolekülexpression auf Immunzellen

 vergleichbare Stimulierbarkeit zur Mediatorensekretion der Immunzellen
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2.2.5 Tierhaltung

Die Versuchstiere werden eine Woche vor Versuchsbeginn an die Forschungseinrichtung für

Experimentelle Medizin (FEM) am Campus Virchow Klinikum geliefert. In Gruppenstärken

von vier Tieren pro Unterbringungseinheit werden die Tiere über den Zeitraum von 14 Tagen

gehalten. Am Vorabend vor den operativen Eingriffen und vor den geplanten Blutentnahmen

bleiben die Tiere nüchtern. Postoperativ für eine Nacht und in der Aufwachphase nach den

Blutentnahmen werden die Tiere in Einzelhaltung mit Sichtkontakt zu Artgenossen

untergebracht. Die Versuchstiergenehmigungsnummer lautet G 261/07.

2.2.6 Prämedikation, Einleitung der Narkose und Operationsvorbereitung

2.2.6.1 Prämedikation

Die präoperative Medikation erfolgt als TIVA (Totale Intravenöse Analgesie) mit erhaltener

Spontanatmung unter verbesserter Oxygenierung via Maske mit 100% Sauerstoff 10-15l/min

mittels 11ml Ketamin (Ursotamin® 10%, Serumwerk, Bernberg), 6,5ml Xylazin (Rompun®

2%, Bayer Vital GmbH, Leverkusen), 3ml Azaperon (Stresnil® 4%, Janssen Animal Health,

Neuss) und 0,5ml Atropin (Atropin® 0,5%, Braun AG, Melsungen) intramuskulär

(entsprechend eines Körpergewichts von 42 kg). Zur Aufrechterhaltung kann 30 min nach

Erstinjektion im 20 min Abstand 4ml Ketamin (Ketamin® 5%, DeltaSelect GmbH, Dreieich)

und 0,7 ml Xylazin (Rompun® 2%, Bayer Vital GmbH, Leverkusen) intravenös nachinjiziert

werden.

2.2.6.2 Einleitung der Narkose

Dem prämedizierten Tier werden in beide Ohrvenen Zugänge gelegt und 1l angewärmtes

Jonosteril (Jonosteril®, Fresenius Kabi, Bad Homburg) sowie die Antibiose mit 1g Sulbactam

und 2g Ampicillin (3g Unacid®, Pfizer GmbH, Karlsruhe) infundiert. Zum Intubieren des

Tiers in Bauchlage werden 2-7mg/kg Körpergewicht Propofol (Propofol 1%, Fresenius Kabi,

Bad Homburg) als Bolus i.v. gegeben. Nach Intubation wird die Narkose kombiniert aufrecht

erhalten mit Isofluran 0,8-1,2% (Forene®, Abbot GmbH, Wiesbaden) mit variablem FiO2 von

0,3-1, zum Anfluten 1-3μg/Kg KG Fentanyl (Fentanyl® 0,5mg, Janssen-Cilag, Neuss) und

zum Aufrechterhalten per Perfusor mit 1-3μg/Kg KG/h. In Bauchlage werden ein arterieller

Zugang, der Urinkatheter sowie die Magensonde gelegt, bevor das Tier auf einer Wärmematte

in Rückenlage gelagert wird.

2.2.6.3 Pulmonalarterienkatheteranlage
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Unter sterilen Kautelen, nach Desinfektion mit Braunoderm® (Braun AG, Melsungen) und

Abdeckung mit sterilen Tüchern erfolgt die Venae sectio der rechten Vena jugularis externa.

Nach einer 7 cm langen Hautinzision am Unterrand des M. sternocleidomastoideus wird die

Vena jugularis externa stumpf in der Tiefe freipräpariert. Die Blutstillung erfolgt über den

Elektrokauter. Die Vene wird mit einer großlumigen Kanüle aus dem Swan-Ganz-Katheterset

(Edwards-Swan-Ganz-Thermodilutions-Katheter Model 131HF7, Ewards Lifescience, Irvine

USA) punktiert und der Seldingerdraht eingeführt. Die Kanüle wird über den Draht entfernt

und der Dilatator zur Vene vorgeschoben. Nach Entfernen des Dilatators wird über den Draht

die Schleuse in der Vene platziert und der Draht entfernt. Durch das Lumen der Schleuse

kann der Pulmonaliskatheter unter EKG- und Druckkurven-Monitoring eingeschwemmt

werden. Für die Operationsdauer wird der Pulmonaliskatheter mit einer subkutanen Annaht

mit 2-0 Vicryl Plus (Ethicon, Johanson & Johanson GmbH, Norderstedt) fixiert. Nach

Beendigung der Operation wird der Katheter gezogen und der Gefäßdefekt mit 5-0 Mersilene

(Ethicon, Johanson & Johanson GmbH, Norderstedt) in Einzelknopfnähten gedeckt. Die Haut

wird nach Donati mit 2-0 Prolene (Ethicon, Johanson & Johanson GmbH, Norderstedt)

adaptiert, desinfiziert und steril verbunden.

2.2.7 Chirurgische Techniken der Leberteilresektion

Alle Eingriffe erfolgen nach Hautdesinfektion mit Desmoderm® (Braun AG, Melsungen) und

sterilem Abdecken. Das in Rückenlage befindliche Tier wird langsam in 30°

Antitrendelenburgstellung gebracht. Vor jedem Eingriff sowie postoperativ werden

Blutproben zur Bestimmung der immunologischen Parameter und der Leberenzyme

entnommen. Die Resektatgröße entspricht in allen Gruppen ungefähr 130g.

2.2.7.1 Laparotomie

Nach medianer Oberbauchlaparotomie mit 20 cm langem Schnitt und Darstellung des

Operationssitus durch Einbringen von Seitenblättern am selbsthaltenden Omni-Trakt Rahmen,

wird die Leber durch Mobilisation des Magens und der Darmschlingen durch atraumatische

Haken exponiert. Mit feuchten Bauchtüchern werden die umliegenden Organe abgedeckt. Der

linkslaterale Leberlappen wird manuell gegriffen und nach kranial gezogen. Die Resektion

mit dem Laser erfolgt vom rechtslateralen Rand zum linkslateralen Rand mit 20 Watt im cw-

Modus. Die Blutstillung erfolgt bei kleineren Sickerblutungen mittels Laser oder

Kompression, bei diffuser Blutung mit Umstechung des entsprechenden Gewebes, bei

arterieller Blutung mit einer Gefäßligatur oder Clipapplikation des entsprechenden Gefäßes.
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Vor Verschluss der Bauchwandschichten wird der Resektionsrand mit NaCl gespült. Die

eröffnete Bauchwand wird schichtweise durch fortlaufende Peritoneal-und Fasziennaht mit 1-

0 Vicryl CTX, subkutan fortlaufend mit 2-0 Vicryl und die Haut mit 2-0 Prolene und U-

Nähten verschlossen. Die Wunde wird desinfiziert und steril verbunden.

2.2.7.2 Laparoskopischer Eingriff

Nach Stichinzision der Haut wird die Peritonealhöhle mit einer Verress-Nadel in der

Medianlinie 30 cm vom Processus xiphoideus entfernt punktiert. Über die Nadel wird ein CO2

Pneumoperitoneum von 15 mmHg mit einer CO2 Insufflation von 2-3l/min angelegt. Die

intraabdominale Lage wird durch Schlürf- und Aspirationstest geprüft. Anstelle der Verress-

Nadel wird der 10mm Trokar (K) für die Kamera eingebracht. Unter Sicht werden die zwei

10mm Arbeitstrokare jeweils rechts (T1) und links (T2) in der Medioclavicularlinie 2cm

unterhalb des Rippenbogens und das Laserhandstück (L) 1cm unterhalb des linken

Arbeitstrokars platziert. Plazierung der Zugänge in Abb. 4B dargestellt. Der Operateur

übernimmt das Handstück des Lasers und das Arbeitsinstrument des T1.

Abb. 4: A. Aufspannen des Leberlappens zur Resektion. B. laparoskopische Zugänge
Die Bezeichnungen der Zugangswege sind im Text erläutert.

Der Magen und Darm wird mit einem Overhold nach distal geschoben. Der linkslaterale

Leberlappen wird am distalen Rand mit einer atraumatischen Fasszange über T2 gegriffen und

in Richtung Zwerchfell gezogen. Eine zweite über T1 eingeführte atraumatische Fasszange

fixiert den Leberlappen proximal an der Basis (Abb.4A). Sie dient gleichzeitig der

Kompression von Gefäßen sowie als Führungslinie für die Resektion. Über das Handstück,

das durch eine Stichinzision platziert wird, wird die Laserfaser ins Abdomen vorgeschoben.



Material und Methoden Seite 31

Mit 40 Watt im cw-Modus mit Vollkontakt zum Parenchym wird der Lappen durch eine vom

rechtslateralen Rand beginnende, in einer horizontalen Ebene gerichtete Schnittführung,

resiziert. Blutungen aus Gefäßen mit einem Durchmesser unter 2mm werden mittels Laser, in

40 Watt cw mit der no touch-Technik, koaguliert. Größere Gefäße werden mit dem

Clipapplikator und Tiatanclips versorgt. Der Resektionsrand wird mit NaCl gespült und das

Resektat mit einer Fasszange Richtung Bauchdecke gehalten. Zur Bergung des Resektats wird

der Optiktrokar entfernt und der Hautschnitt verlängert. Mit einer Schere werden die

Gewebsschichten bis zum Peritoneum aufgedehnt und der Faszien-/Peritonelaschlitz

erweitert. Das Präparat wird angeklemmt und durch den Gewebskanal der Minilaparotomie

geborgen, zur Anwendung kam auch der Bergebeutel. Die Arbeitstrokare werden entfernt. Im

Bereich der Minilaparotomie werden die Faszie sowie das subkutane Gewebe mit einem 2-0

Vicrylfaden in Einzelknopfnähten verschlossen. Die Hautnaht der Inzisionen erfolgt nach

Donati mit einem 2-0 Prolenefaden. Die Wunden werden mit Braunol® (Braun AG,

Melsungen) desinfiziert und steril verbunden.

2.2.7.3 Handport-unterstützter laparoskopischer Eingriff

Analog zum rein laparoskopischen Eingriff wird das CO2–Pneumoperitoneum von 15 mmHg

über eine Veress-Nadel angelegt. Der Optiktrokar (K), das Laserhandstück (L) und der rechte

Arbeitstrokar (T1) werden an denselben Fixpunkten wie bei der laparoskopisch

durchgeführten Operation platziert. Der linke Arbeitstrokar (T2) wird durch die Positionierung

des Handports (H) ersetzt. Die 7cm lange Hautinzision für den Pararektalschnitt erfolgt in der

linken Medioclavicularlinie einen Zentimeter unterhalb des Rippenbogens im lateralen

Oberbauch -Zugangsübersicht in Abb.5B.

Abb. 5: A Positionieren des Leberlappens mit der Hand. B Handport-assistierte

Zugänge. Die Bezeichnungen der Zugangswege sind im Text erläutert
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Die Bauchwandschichten werden mit einem transmuskulären Schnitt gespalten. Nach

Eröffnung des Peritoneums mit einer Schere erfolgt das Einsetzen des Basisretraktors in den

Gewebskanal. Der Verschluss erfolgt durch das Aufsetzen des Gelports an der Hautseite.

Über den Port kann der Assistent seine Hand ins Abdomen einführen und den Magen und

Darm aus dem Operationssitus wegschieben. Zur Positionierung der Leber wird mit der Hand

der linkslaterale Leberlappen am distalen Rand gegriffen und unter das Diaphragma gezogen.

Die über den Trokar (T1) eingebrachte Fasszange fixiert proximal die Basis des Lappens und

dient wie zuvor zur Kompression der Gefäße und als Leitlinie für die Resektionsebene. Die

Resektion erfolgt auch hier vom rechtslateralen Rand zum linkslateralen Rand mit 40 Watt im

cw-Modus in Vollkontakt-Technik. Blutungen werden mit dem Laser in 40 Watt cw-Betrieb

in no touch-Technik, bzw. bei größeren Gefäßen durch Titanclips gestillt. Zusätzlich kann der

Assistent bei Bedarf mit der Hand ein Pringle-Manöver durchführen. Die Resektatränder

werden gespült und das Resektat über den Port geborgen. Die Arbeitstrokare und der Port

werden entfernt. Die Faszie im Bereich der Kamera und des Handports wird nach Entfernen

des jeweiligen Zuganges mit 2-0 Vicryl in Einzelknopfnähten verschlossen, die

Muskelschichten des Portkanals mit 2-0 Vicryl fortlaufend adaptiert und die Hautinzisionen

mit 2-0 Prolene nach Donati vernäht.

2.2.8 Anästhesiologisches Management

Zur Aufrechterhaltung der Narkose für die Leberteilresektion wird ein balanciertes

Anästhesieverfahren in ITN mit Isofluran/02-Gas in einer Konzentration von 0,8-1,3 Vol% im

Low- oder Minimal-flow-Verfahren angewandt. Auf ein Muskelrelaxanz wird verzichtet. Zur

intraoperativen Analgesie wird Fentanyl (Fentanyl® 0,05%, Janssen-Cilag, Neuss)

verabreicht. Neben dem Standard-Monitoring von Blutdruck, EKG, Pulsoxymetrie und

Überwachung der Beatmungsparameter wie P02 ,PC02, PIso Insp/Exp, Peack/Plateu/PEEP,

AMV und AZV, wird über den in die rechte V. jugularis externa eingeführten

Pulmonaliskatheter der ZVD, PAP, Pwedge und HZV gemessen sowie die intraoperativen

Blutentnahmen von gemischt-venösem Blut entnommen. Der Blutdruck Syst/MAP/Diast wird

zusätzlich invasiv über einen Zugang an der Ohrarterie gemessen, über den auch die

Blutentnahme für die immunologischen und laborchemischen Parameter erfolgt. Alle

Versuchstiere erhalten einen Blasenkatheter und eine Magensonde. Das hämodynamische

Management gilt der Aufrechterhaltung der Normovolämie und damit des Blutdrucks und der

Perfusion. Zum Einsatz kommen Kristalloide wie Jonosteril (Jonosteril®, Fresenius Kabi,
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Bad Homburg), NaCl 0,9% (Fresenius Kabi, Bad Homburg) und Kolloide wie

Hydroxyethylstärke (HEAS-Steril® 6%, Fresenius Kabi, Bad Homburg). Blutkonserven

werden nicht verabreicht. Bei Abfall des Blutdrucks mit verringertem SV und Erhöhung des

intrapulmonalen Drucks wird Dobutamin (Dobutrex®, Fresenius Kabi, Bad Homburg) und

Noradrenalin (Arterenol® 0,1%, Sanofi-Aventis GmbH, Frankfurt am Main) per Perfusor

infundiert. Bei kardiodepressiven Phasen in der Ausleitung und bei Asytolie wird Adrenalin

(Suprarenin® 0,1%, Sanofi-Aventis GmbH, Frankfurt am Main) in der Verdünnung 1:9 mit

NaCl injiziert. Zum Ausgleich der anfallenden Säuren und Erhaltung der

Katecholaminsensitivität wird mit Tris (Tris® 36,34%, Braun Melsungen AG, Melsungen)

gepuffert. Intraoperativ erhält jedes Versuchstier eine Unacid-Prophylaxe. Die Tiere werden

i.d.R. im volumenkontrollierten, zeitgesteuerten Beatmungsmodus mit PEEP beatmet. Nach

Beendigung der Hautnaht werden die Tiere bei Erreichen einer stabilen Kreislauflage in

Bauchlage und Spontanatmung extubiert und über Nacht in Einzelhaltung engmaschig

kontrolliert.

2.2.9 Postoperative Behandlung

Die Tiere erhalten nach der Operation zur Analgesie ein Fentanyl-Pflaster

(DurogesicSMAT® 75μg/h, Janssen-Cilag GmbH, Neuss), das nach 24 h gewechselt wird.

Zusätzlich kann i.v. 1ml Buprenorphin (Temgesic® 0,03%, Essex Pharma GmbH, München)

verabreicht werden. Die Tiere werden für die erste Nacht nach dem Eingriff in einem

Einzelkäfig gehalten, der mit Sauerstoff angereichert und mit Rotlicht bestrahlt wird. Die

Tiere erhalten im Käfig eine G5-Infusion (Glucose 5%, Fresenius Kabi GmbH, Bad

Homburg), Wasser und Fresorbin.

2.2.10 Blutentnahmen und Wundversorgung

Am ersten postoperativem Tag wird das Tier erneut mit einer TIVA (siehe 2.2.7.1

Prämedikation) betäubt, um die Wundkontrolle und Blutentnahme durchzuführen. Die A.

femoralis communis wird mit einer Kanüle (Venflon Pro Verweilkanüle, BD Biosciences,

Heidelberg) punktiert und über ein Vacutainersystem (Vacutainer, BD Biosciences,

Heidelberg) Blut in EDTA 2ml, Heparin 3ml und Serum 3,5ml Röhrchen

(Blutentnahmeröhrchen, BD Biosciences, Heidelberg) abgenommen. Das Tier erhält einen

venösen Zugang über den 500ml Jonosteril®(Fresenius GmbH, Bad Homburg) und 3g

Unacid® (Pfizer GmbH, Karlsruhe) infundiert werden. Intramuskulär wird Veracin comp.®

(Albrecht GmbH, Aulendorf) verabreicht. Am dritten postoperativen Tag erfolgt die
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Blutentnahme, Wundkontrolle mit Desinfektion sowie die erneute Gabe von Veracin comp in

TIVA. Die letzte Blutentnahme findet mit nachfolgender Vertiefung der Narkose zur

Euthanasie am achten postoperativen Tag statt.

2.2.11 Euthanasie und Sektion

Nach der Blutentnahme wird die TIVA durch Gabe von Thiopental (Thiopental Inresa® 0,5g,

Inresa GmbH, Freiburg), 2ml Pancuronium (Pancuronium®, Delta Select GmbH, Pfullingen)

und 40 ml Kaliumchlorid-Lösung (7,46 % Kaliumchlorid-Lösung, Fresenius Kabi GmbH,

Bad Homburg) bis zum Exitus des Tiers vertieft. Zeitnah erfolgt die Sektion mit

Probeentnahmen der Organe.

2.3. Material und Methoden für die Bestimmung der Immunparameter

Zur Erfassung der postoperativen systemischen Inflammationsreaktion nach der

Leberteilresektion werden ausgewählte proinflammatorische und antiinflammatorische

Zytokine sowie zytokinproduzierende Leukozyten quantitativ bestimmt. Die im Einzelnen

verwendeten Zellstimulationen und Bestimmungsmethoden werden im Folgenden näher

beschrieben.

2.3.1 Stimulantien

Immunzellen können durch verschiedene Substanzen aktiviert und zur Ausschüttung von

Mediatoren angeregt werden. Nachfolgend werden diese Stimulantien und ihre Wirkunkung

näher erläutert.

2.3.1.1 LPS

Lipopolysaccharide (LPS) sind Bestandteile der äußeren Zellwand gramnegativer Bakterien.

Bei Zerfall des Bakteriums wirken sie als Endotoxine. Sie gelten als potente Aktivatoren für

Monozyten und Makrophagen. Gebunden an das Serumprotein Lipopolysaccharid-Bindendes-

Protein (LBP) kann dieser Komplex an das CD14 Oberflächenmolekül auf Monozyten

binden. Es kommt zu einer Interaktion zwischen CD14 und dem Toll-like-Rezeptor 4 (TLR).

Der aktivierte TLR 4 kann über seine intrazelluläre Domäne das Signal ins Zellinnere

überleiten und über Signalkaskaden den Transkriptionsfaktor NF-κB freisetzen. Daraus

resultiert eine verstärkte Expression von proinflammatorischen Zytokinen

.2.3.1.2 Con A
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Concanavalin A (Con A) gehört zur Gruppe der Lektine. In einem neutralen pH-Milieu liegt

es als Tetramer vor, im sauren pH-Bereich zerfällt es. Es ist ein Mitogen und gilt als direkter

Aktivator von T-Zellen. Die Aktivierung erfolgt TCR/Antigen unabhängig durch Con A

induzierte Vernetzung der CD2 Moleküle auf T-Zellen. Das Adhäsionsmolekül CD2 (LFA-2,

Leukocyte functional antigen-2) dient als Rezeptor für CD58 (LFA-3, exprimiert  auf

Leukozyten, Epithelzellen, APCs u.a.). CD2 dient damit der Interaktion zwischen T-Zellen

und APCs.

2.3.1.3 PHA

Phytohaemagglutinin (PHA) besitzt zellagglutinierende und mitogene Eigenschaften. Es ist

ein Tetramer und besteht aus zwei Untereinheiten (UE), von denen die Leukozyten-reaktive

UE eine hohe Affinität zu Lymphozyten Oberflächenproteinen hat und für die mitogene

Wirkung verantwortlich ist.

2.3.2 Zytokine

In Folge der Immunantwort durch stimulierte Immunzellen verschiedener Subpopulationen

werden lösliche Proteine (um 15-25 kDA), die Zytokine, produziert. Diese löslichen Proteine

dienen als Botenstoffe für die Kommunikation zwischen den unterschiedlichen

Zellpopulationen, indem sie mit ihrem jeweiligen Rezeptor auf der Zielzelle interagieren und

somit eine intrazelluläre Signaltransduktionskaskade aktivieren und eine Antwort in der

Zielzelle hervorrufen. Der Zytokinrezeptor kann dabei auf der sezernierenden Zelle selbst sein

(autokrine Wirkung) und Teil eines negativen Rückkopplungsmechanismus sein oder im

Gegenteil zur positiven Signalverstärkung führen. Zytokine können aber auch auf Zellen der

näheren Umgebung wirken (parakrin) und auf entfernte Zellen (endokrin). Die Effekte, die sie

in der Zielzelle auslösen, hängen vom Rezeptor ab, mit dem sie interagieren.

2.3.2.1 Proinflammatorische Zytokine

TNF-α

Tumornekrosefaktor-α ist das zentrale proinflammatorische Zytokin. Ausgeschüttet von

aktivierten Makrophagen, NK, Mastzellen und T-Zellen entfaltet es seine Wirkung über die

Trimerisierung seines Rezeptors ins Zellinnere. Durch die ubiquitäre Verteilung des

TNFα-Rezeptors werden sowohl lokale als auch systemische Effekte beobachtet. In der

frühen Entzündungsphase greift TNFα durch Stimulation der Prostazyklinsynthese, welche

zur Erhöhung der Gefäßpermeabilität und Sensibilisierung der freien Nervenenden beiträgt, in



Material und Methoden Seite 36

das lokale Entzündungsgeschehen ein. Er fördert die Bildung von Adhäsionsmolekülen für

mononukleäre Zellen auf dem Gefäßendothel und ermöglicht somit die Diapedese. Durch die

TNFα Wirkung werden die HLA-DR-Molekül auf der Oberfläche der Monozyten

hochreguliert. Die angiogenen Eigenschaften fördern die Wundheilung. Zu

Mikrothrombosierungen kommt es durch die veränderte Oberflächenbeschaffenheit des

Endothels mit resultierender Aktivierung von Thrombozyten. Ein systemischer Effekt ist die

Induktion von Fieber, wobei es selbst als endogenes Pyrogen fungiert und mit

hypothalamischen Rezeptoren interagiert. Auch wird beschrieben, dass es in der Leber die

Akut-Phase-Proteine induziert. Eine weitere wichtige Funktion liegt in dem Anstoß und der

Unterhaltung der Zytokinkaskade mit Freisetzung von Interleukin-1, Interleukin-6,

Interleukin-8 und Prostaglandinen aus Lymphozyten, Makrophagen, Granulozyten und

Endothelzellen.

IL-4

Von TH2-Zellen wird zur Regulation der B-Zell Aktivierung und Proliferation Interleukin 4

ausgeschüttet. IL-4 vermittelt dabei den Immunglobulin-Isotypen-Switch und führt zur

vermehrten Expression von MHC-II bei B-Zellen. Die Makrophagenaktivität wird im

Gegenzug vermindert.

IL-6

Interleukin-6 führt zum Wachstum und zur Differenzierung von T- und B-Zellen, gilt auch als

endogenes Pyrogen und fördert die Produktion von Akut-Phase-Proteinen in der Leber.

Sezerniert wird es von Makrophagen und T-Zellen.

IL-8

In der Anfangsphase der Entzündungsreaktion dient Interleukin-8 als chemotaktischer Faktor

zur Anlockung der neutrophilen Granulozyten wie auch T-Zellen zum Entzündungsherd.

Interleukin-8 wird von aktivierten Makrophagen, Monozyten und Endothelzellen sezerniert.

IFN-γ

Das Glykoprotein Interferon-γ wird von TH1-Zellen, NK-Zellen, und zytotoxischen Zellen

produziert. Die IFN-γ Produktion wird durch IL-12 und IL-18 von Makrophagen begünstigt.

Als negative Regulatoren wirken IL-4 und IL-10. IFNγ hemmt die Differenzierung in

Richtung TH2-Zellen und damit den Weg in die humorale Abwehr. Dafür verstärkt es die

Funktionsfähigkeit der Makrophagen durch Stimulation der Expression von MHC-II und

MHC-I-Molekülen, die Produktion von bakterizid wirkenden Sauerstoffradikalen und die

Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen. Die Monozytenfunktion kann durch IFNγ

bei desensibilisierten Monozyten durch LPS wieder hergestellt werden (Randow 1997). Die
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Wiederherstellung der Monozytenfunktion äußert sich in der HLA-DR-Expression (Döcke

1997).

2.3.2.2 Antiinflammatorische Zytokine

IL-10

Interleukin-10 ist der potenteste Suppressor der Entzündungsreaktion und wird hauptsächlich

von Monozyten und Makrophagen, aber auch von Lymphozyten produziert. Das

antiinflammatorische Zytokin inhibiert die proinflammatorischen Zytokine TNFα, IL-1,

IL-6 und IL-12 (Fionretino1991). Die antiinflammatorische Wirkung wird verstärkt durch die

Induktion vom IL-1 Rezeptorantagonist und dem löslichen TNF-α-Rezeptor. Es wird

beschrieben, dass IL-10 die Expression von MHC-Klasse-II und kostimulatorischen

Oberflächenproteinen wie CD80 und CD86 inhibiert (De Waal Malefyt 1991,Höflich 2001).

Die Synthese von IL-10 wird unter anderem von TNF-α in Form eines negativen Feedbacks

induziert (Höflich 2001).

2.3.3 Oberflächenmoleküle

HLA-DR

HLA-DR (Humanes Leukozyten Antigen) wird auch als MHC-Molekül (Major

histocompatibility complex) bezeichnet. Dabei gehört das HLA-DR zu den MHC-Klasse-II-

Molekülen. Es besteht aus zwei Transmembranglykoproteinketten α und β, die jeweils zwei

Domänen besitzen. Der peptidbindende Spalt wird von Domänen beider Ketten gebildet und

ist an beiden Seiten offen. Mit Hilfe des HLA-DR werden Proteinfragmente von zuvor

phagozytierten Pathogenen auf der Oberfläche von APCs den CD4+ T-Lymphozyten

präsentiert. Der HLA-DR-Protein-Komplex bildet den Liganden für den T-Zell-Rezeptor

(TCR). Die HLA-DR-Expression unterliegt der Regulierung durch Zytokine. Die vermehrte

Expression und ein verminderter Turnover treten unter IFN-γ auf. Die TNFα-Produktion

korreliert mit der HLA-DR-Dichte auf der Oberfläche von APCs (Höflich C 2001). Unter

dem Einfluss von IL-10 kommt es zur Down-Regulierung der HLA-DR-Moleküle.

CD45

CD45 Oberflächenproteine werden auf allen Zellen hämatopoetischen Ursprungs exprimiert,

außer auf Erythrozyten. Die höchste CD45 Dichte besteht bei Lymphozyten, deren Oberfläche

bis zu 10% bedeckt ist, weswegen es gerne als Marker für Lymphozyten eingesetzt wird. Es

gibt Isoformen, die sich in Abhängigkeit vom vorherrschenden Zytokinmuster verändern. Zur

Familie der Tyrosin-Phosphatase Rezeptoren gehörig, interagiert es mit CD2, TCR, CD3 und
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CD4. Als Signalprotein regelt es eine Anzahl verschiedenster Zellprozesse wie das

Zellwachstum, die Differenzierung und den Mitosezyklus.

CD14

Der CD14-Rezeptor gehört zur Familie der pattern recognition receptors (PRP), und ist ein

unerlässliches Oberflächenprotein auf Monozyten und Makrophagen. Die PRPs erkennen

konservierte Oberflächenmerkmale von Pathogenen oder deren Toxinen. CD14 erkennt den

Komplex aus LPS, dem Endotoxin gram-negativer Bakterien, und dem körpereigenen LPS-

Binde-Protein (LBP). Bei der Signalweitergabe ins Zellinnere dient CD14 als Co-Rezeptor

des Toll-like-Rezeptors (TLR), da es keine intrazelluläre Domäne hat. Die durch den TLR

angestoßene Signaltransduktionskaskade beinhaltet u.a. die Freisetzung des

Transkriptionsfaktors NFκB von seinem Inhibitorprotein, so dass proinflammatorische

Zytokine produziert werden. Die Leber kann lösliche CD14-Rezeptoren ausschütten, denen

der transmembranärer Anker fehlt.

CD3e

Ist eine Komponente des T-Zell-Rezeptors (TCR) und wichtig für die intrazelluläre

Weitergabe des extrazellulären Signals. Es wird während der Thymopoese exprimiert und

erscheint auf gereiften peripheren T-Zellen.

CD4

T-Zellen lassen sich in zwei große Gruppen einteilen CD4+/CD8- und CD4-/CD8+. Die

CD4+ T-Zellen werden auch als T-Helferzellen bezeichnet. Zur Aktivierung der Zelle kommt

es durch Bindung von CD4 an Peptidantigene gebunden an MHC-II-Molekülen und durch die

Interaktion mit dem CD3/TCR-Komplex. Aber auch peripher zirkulierende Monozyten,

Gewebsmakrophagen und Granulozyten tragen CD4 Moleküle. CD4 spielt damit eine

wichtige Rolle bei Zell-Zell-Interaktionen.

CD8

Als Co-Rezeptor des TCR interagiert es mit Antigenpeptiden, die von MHC-I-Molekülen

präsentiert werden. Vor allem zytotoxische T-Zellen tragen CD8.

CD21

Ein Marker für B-Zellen ist das CD21, da sie ihn in hohem Maße exprimieren. CD21 ist ein

Komplement-Rezeptor, der über die Zerfallsprodukte von C3 B-Zellen stimuliert. Es ist Teil

eines Signal-Transduktions-Komplexes, zu dem CD19, CD81 und Leu 13 gehören. Diese

Co-Rezeptoren interagieren mit dem B-Zell-Rezeptor (BCR) nach Antigenkontakt.
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2.3.4 Materialien für die Immunparameterbestimmung

2.3.4.1 Zellkultur und Stimulation

Medium und Lösungen

Name Zusammensetzung Herkunft

Kulturmedium RPMI 1640

1% L-Glutamin

1% P/S

Biochrom KG, Berlin

Dulbecco`s PBS phosphate buffered saline PAA, Cölbe

0,05% Tween 20 PAA, Cölbe

Reagenzien

Name Herkunft Stocklösung

FCS Fetal Bovine Serum,

auf Mycoplasmen getestet

Biochrom KG, Berlin

P/S Penicillin/ Streptomycin Biochrom KG, Berlin 10000μg/ml

Glutamin N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamine Biochrom KG, Berlin 200mM

BSA Bovine Serum Albumin Biochrom KG, Berlin

Stimulatoren

Name Herkunft Stock-

Konzentration

LPS Lipopolysaccharid Stamm: E.coli 0127:B8

Sigma-Aldrich GmbH, München

1mg/ml

PHA Phytohaemagglutinin Lot: 12:8929

Sigma-Aldrich GmbH, München

1mg/ml

ConA Concanavalin A von

Canavalia ensiformis(Jade

been) Type IV C-2010

Sigma-Aldrich GmbH, München 1mg/ml

2.3.4.2 ELISA

Lösungen

Name Zusammensetzung

Waschpuffer 0,05% Tween 20 in PBS

Blockpuffer 1% BSA in PBS
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Reagent Diluent 1% BSA in PBS

oder

0,1% BSA, 0,05% Tween 20 in PBS

Substrat-Lösung 1:1 Mixtur aus Color ReagentA und Color ReagentB

Stop-Lösung 2N H2SO4

Material

Zytokin ELISA-Sets Herkunft

IFNγ Quantikine Porcine IFNγ Immunoassay

PIF00

R&D Systeme, Wiesbaden

IL-8 DuoSet ELISA Development System

Porcine CXCL8/IL-8

DY535

R&D Systeme, Wiesbaden

IL-6 DuoSet ELISA Development System

Porcine IL-6

DY686

R&D Systeme, Wiesbaden

IL-4 DuoSet ELISA Development System

Porcine IL-4

DY654

R&D Systeme, Wiesbaden

IL-10 DuoSet ELISA Development System

Porcine IL-10

DY693

R&D Systeme, Wiesbaden

TNFα DuoSet ELISA Development System

Porcine TNFα/TNFSF1A

DY690

R&D Systeme, Wiesbaden

2.3.4.3 FACS-Analyse

Lösungen

Name Zusammensetzung Herkunft

FACS-Puffer PBS

20ml FCS

1g Natrium-Azid (Na N3)

BD-Lysepuffer 10fach Puffer mit bidest.

H2O verdünnen

BD Biosciences, Heidelberg
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Antikörper

Name Zusammensetzung Herkunft

CD45 FITC

Mouse Anti-Pig

AbD Serotec, Oxford UK

CD14 Alexa647

Mouse Anti-Human

AbD Serotec, Oxford UK

CD21 PE

Mouse Anti-Human

BD Biosciences, Heidelberg

FACS-Diff

CD3e Biotin

Mouse Anti-Human

Abcam, Cambridge, UK

CD3e Biotin Abcam, Cambridge, UK

CD4a FITC

Mouse Anti-Pig

BD Biosciences, Heidelberg

T-Zellen

CD8a PE

Mouse Anti-Pig

BD Biosciences, Heidelberg

CD14 Alexa647

Mouse Anti-Human

AbD Serotec, Oxford UK

CD21 PE

Mouse Anti-Human

BD Biosciences, Heidelberg

HLA-DR-Monozyten

HLA-DR/DP/DQ

Clone TU 39 FITC

Mouse Anti-Human

BD Biosciences, Heidelberg

CD14 Alexa647

Mouse Anti-Human

AbD Serotec, Oxford UK

CD21 PE

Mouse Anti-Human

BD Biosciences, Heidelberg

HLA-DR-Monozyten

Isotypen-Kontrolle

IgG2a FITC

Mouse Anti-Human

BD Biosciences, Heidelberg

Sekundärantikörper

FACS-Diff

Streptavidin PerCP BD Biosciences, Heidelberg

Sekundärantikörper

T-Zellen

Streptavidin PE BD Biosciences, Heidelberg
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2.3.4.4 Verwendete Geräte

Name Herkunft

CO2-incubator SangoBrutschrank

CO2-incubator Heraeus Instruments,

Langenselbold

FACS FACS-Calibur BD Biosciences, Heidelberg

ELISA-Micropplatten-

Photometer

Versamax tunable

microplate reader

Molecular Devices, Sunnyvale,

USA

Vortexer Vortex Genie2 Scientific Industries

+4°C Kühlschrank LiebherrKühlschränke/Gefrierer

-80°C Gefrierer Heraeus Instruments

Zentrifuge 5810 Eppendorf,Hamburg

Jouan Jouan, Femwald

Zentrifuge

Hermle Z160M, neo lab neoLab, Heidelberg

2.3.4.5 Verbrauchsmaterial

Name Herkunft

Micronics ICN Biomedicals Inc., Ohio, USA

10, 100,1000μl Pipettenspitzen Sarstedt, Nürnberg

0,5, 1,5, 2 ml Eppendorfgefäße Eppendorf, Hamburg

96-well-Platten BD Biociences, Heidelberg

15, 50 ml Flakon BD Biociences, Heidelberg

5,10,25 ml Pipetten BD Biociences, Heidelberg

Mischwannen BD Biociences, Heidelberg

2.3.5 Methoden der Immunparameterbestimmung

2.3.5.1 Vollblutstimulationen für die Zytokinbestimmung

Zur Bestimmung des Aktivierungsgrades des Immunsystems im postoperativen Verlauf wird

quantitativ die Ausschüttung von Zytokinen bestimmt. Dazu müssen die Immunzellen -

besonders die Monozyten und Makrophagen- zur Sekretion von Zytokinen mittels PHA, Con

A und LPS angeregt werden. Zur Stimulation wird Heparin-Vollblut (Heparin-VB)

verwendet. Folgendes Schema zeigt die Arbeitslösungen der einzelnen Stimulationen.
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2.3.5.1.1 LPS-Stimulation

Aus einer LPS-Stocklösung mit der Konzentration 1mg/ml LPS werden zwei

Vorverdünnungslösungen vorgelegt:

Lösung 1 – Verdünnung (VD) 1:100 - 10μl Stock + 990μl RPMI

Lösung 2 – Verdünnung (VD) 1:1000 - 1μl Stock + 999μl RPMI

Von der folgenden Tabelle wurden für jeden Ansatz jeweils zwei Aliquots angelegt, einmal

für die 24 h-Stimulation und einmal für die 4 h-Stimulation:

LPS VB-VD Stimulation RPMI-Medium Vollblut

1:2 250μl Lsg (1) ---------- 250μl5000ng/ml

1:10 250μl Lsg (1) 200μl 50μl

1:2   50μl Lsg (1) 200μl 250μl1000ng/ml

1:10   50μl Lsg (1) 400μl 50μl

1:2   50μl Lsg (2) 200μl 250μl100ng/ml

1:10   50μl Lsg (2) 400μl 50μl

1:2     5μl Lsg (2) 245μl 50μl10ng/ml

1:10     5μl Lsg (2) 245μl 250μl

2.3.5.1.2 Con A-Stimulation

Die Con A-Stocklösung mit der Konzentration von 1mg/ml wird nicht vorverdünnt. Nach

folgendem Schema wird ein Aliquot für die 24 h-Messung erstellt.

Con A VB-VD Stimulation RPMI-Medium Vollblut

1:2 5μl ConA 245μl 250μl100μg/ml

1:5 5μl ConA 395μl 100μl

2.3.5.1.3 PHA-Stimulation

Die PHA-Stocklösung der Konzentration 1mg/ml wird ebenfalls nicht vorverdünnt. Nach

folgendem Schema wird ein Aliquot für die 24 h-Messung pipettiert.

PHA VB-VD Stimulation RPMI-Medium Vollblut

1:2 10μl 240μl 250μl20μg/ml

1:5 10μl 390μl 100μl

Nach Beschriften der Eppendorfgefäße werden die Vorverdünnungen angesetzt. Zuerst wird

das RPMI-Medium in ein Eppendorfgefäß vorgelegt, danach die Stimulation und zum

Abschluss das Heparin-Vollblut in Raumtemperatur dazugegeben. Die Arbeitsschritte
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erfolgen in einer sterilen Arbeitsumgebung unter der Bench. Die Proben werden vor

Inkubation im Brutschrank für 4 h und 24 h bei 37°C und 5% CO2 gevortext. Nach Inkubation

werden die Proben für eine spätere Messung bei -80°C eingefroren.

2.3.5.2 ELISA-Zytokinmessung

2.3.5.2.1 Prinzip des ELISA Verfahrens

Zunächst wurden alle Ansätze der Stimulationen gemessen, und daraus die Ansätze mit der

besten Nachweisbarkeit für das jeweilige Zytokin ermittelt:

Zytokin VB-VD Stimulation

1:2IFN-γ

1:5

20μg/ml PHA für 24h

1:2IL-4

1:5

20μg/ml PHA für 24h

1:2 5000ng/ml LPS für 24hIL-6

1:2   100ng/ml LPS für 24h

1:2 5000ng/ml LPS für 24hIL-8

1:2   100ng/ml LPS für 24h

1:2 5000ng/ml LPS für 24hIL-10

1:2   100ng/ml LPS für 24h

1:2 5000ng/ml LPS für 4hTNFα

1:2   100ng/ml LPS für 4h

Zur quantitativen Zytokinmesungen wird der Sandwich-ELISA (Enzyme-linked

Immunosorbent Assay) verwendet. Dessen Prinzip beruht auf einem Fängerantikörper, der

kovalent oder adsorbtiv an eine feste Phase wie der Mikrotiterplatte gekoppelt wird und der

aus der Probe das entsprechende gelöste Zytokin bindet. An diesen Komplex bindet ein

weiterer Antiköper an einem anderen Epitop des gebundenen Zytokins. Dieser Antikörper

wiederum hat ein Enzym -z.B. Streptavidin-HRP- gekoppelt, das bei Substratzugabe ein

fluoreszierendes Produkt umsetzt. Die Intensität des Farbstoffgemisches -besser die

Extinktion- ist dabei proportional zum gebundenen Zytokin. Die Fluoreszenzintensität kann

im Photometer bei entsprechender Wellenlänge gemessen werden. Mittels des Lambert-

Beerschen Gesetzes kann aus der Extinktion die Konzentration des Zytokins in der Probe

ermittelt werden.
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2.3.5.2.2 Durchführung ELISA

Die Komponenten für den ELISA stammen aus den entsprechenden Duoset® ELISA

Systemen der Firma R&D Systeme, Wiesbaden. Vor Verwendung werden alle Reagenzien

und Proben auf Raumtemperatur gebracht. Fängerantikörper, Detektionsantikörper,

Streptavidin-HRP und Standard werden nach Angaben des Herstellers in PBS oder Reagent

Diluent verdünnt. Eine 96 Well-Platte wird mit 100μl des verdünnten Fägerantikörpers

bedeckt und bei Raumtemperatur (RT) über Nacht abgedeckt belassen. Nach Absorption des

Fängerantikörpers wird der Überstand mit 200μl Waschpuffer entfernt. Der Waschvorgang

wird dreimal wiederholt. Die Platte wird mit 300μl Bolckpuffer für mindestens eine Stunde

bei Raumtemperatur im Dunklen abgeblockt. Es wird der Waschvorgang wiederholt. Zu der

geblockten Platte wird 100μl der Probe und die verdünnte Standardreihe pipettiert. Die

abgedeckte Platte wird im Dunklen bei RT für zwei Stunden inkubiert, bevor sie erneut

gewaschen wird. Es werden 100μl des verdünnten Detektionsantikörpers zur gewaschenen

Platte geben und abgedeckt bei RT und im Dunklen für 2 Stunden stehen gelassen. Der

Waschvorgang wird wiederholt. Es werden jeweils 100μl des verdünnten Enzyms

Streptavidin-HRP in die Wells der Platte geben, damit sie 20 min bei RT und im Dunkeln an

den Detektionsantikörper binden können. Die Platte wird gewaschen bevor 100μl des

Substrats, das im Verhältnis 1:1 aus Reagenz A und Reagenz B angemischt wird, zum Enzym

gegeben wird. Die substratversehene Platte wird bei RT im Dunklen 20 min inkubiert. Als

letzten Schritt erfolgt die Gabe von 50μl der Stopplösung in jedes Well. Durch vorsichtiges

Rütteln an der Platte kommt es zur Durchmischung der Reagenzien. Unverzüglich wird die

Platte im Microplatten-Photometer bei entsprechender Wellenlänge gemessen.

2.3.5.3 Durchflusszytometrie zum Separieren der Zellpopulationen

Um einen Eindruck über die Beteiligung der einzelnen Zellpopulationen an der

immunologischen Reaktion auf den operativen Eingriff zu erlangen, werden die im EDTA-

Vollblut befindlichen Zellen mit verschiedenen zellspezifischen Antikörpergemischen

inkubiert. Die Antikörper sind fluoreszenzmarkiert, so dass die Zelltypen mittels Fluorescence

Activated Cell Sorter (FACS) analysiert werden können. Zudem kann die Expression von

HLA-DR-Oberflächenproteinen auf CD14+ Monozyten im postoperativen Verlauf ermittelt

werden, welche Rückschlüsse auf den Aktivierungsgrad und die Immunkompetenz der Zellen

zulässt.

2.3.5.3.1 Prinzip der Durchflusszytometrie
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Das Prinzip der Durchflusszytometrie beruht im Wesentlichen auf der Messung

unterschiedlicher optischer Signale wie der Lichtstreuung und der Fluoreszenzintensität.

Diese Signale geben Auskunft über die Zellzahl, Zellgröße und deren Granularität. Das

FACS-Gerät ist so aufgebaut, dass durch einen laminaren Probenstrom jede einzelne Zelle der

Probe von einem Laserstrahl erfasst wird. Das Licht des Lasers wird beim Auftreffen auf eine

Zelle gebrochen. Das Vorwärtsstreulicht (FSC, Forwardscatter) ist ein Maß für die Größe der

Zelle. Das in einem 90° Winkel reflektierte Seitwärtsstreulicht (SSC, Sidescatter) spiegelt die

Granularität der Zelle wider. Sind die Zellen mittels fluoreszenzgekoppelten Antikörpern

markiert, kann die Fluoreszenzintensität gemessen werden. Die Lichtquellen des verwendeten

FACSCalibur-Geräts sind zwei Laser, ein Argon-Laser der monochromatisches Licht der

Wellenlänge 488nm ausstrahlt, und ein HeNe-Laser der 633nm monochromatisches Licht

ausstrahlt. Auf Grund seiner Anregungswellenlängen von 488nm und 633nm ist der

FACSCalibur in der Lage vier verschiedene Emissionswellenlängen anzuregen. Trifft das

monochromatische Licht des Lasers auf einen Fluoreszenzfarbstoff, so absorbiert dieser die

Lichtquanten. Bei diesem Vorgang wird ein Atom auf ein höheres Energieniveau gehoben;

fällt es in sein Ausgangsniveau zurück, wird Licht einer bestimmten Wellenlänge emittiert.

Dieses Licht kann von den Detektoren des FACS-Gerätes gemessen werden. Die Anordnung

der Laser und Detektoren wird im unteren Bild (Abb.6) wiedergeben.

Abb. 6:Das optische System eines Durchflusszytometers. Das ausgesendete Laserlicht wird

fokussiert und trifft auf den Probestrom der Messküvette. Das Licht wird gestreut und reflektiert. Zudem

emittieren Fluoreszenzfarbstoffe Licht verschiedener Wellenlängen. Durch ein System aus Spiegeln und Filtern
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wird die Strahlung in ihre Wellenlängenbereiche aufgespalten. Detektoren registrieren den jeweiligen Anteil der

Strahlung. Bestimmt werden somit die Größe des Partikels (FSC-Diode), dessen Granularität (SSC) und bis zu

vier verschiedene Fluoreszenzfarbstoffe (FL1-FL4). LP bedeutet Longpassfilter, dieser lässt Strahlung oberhalb

der angegebenen Wellenlänge passieren. BP bedeutet Bandpassfilter, dieser lässt Strahlung einer gewissen

Bandbreite um einen Mittelwert passieren.

Die nachfolgende Tabelle zeigt die verwendeten Fluorochrome:

Anregungswellenlänge Emissionsmaximum

FITC Fluoreszenzeinthiocyanat 488nm 525nm

PE Phycoerythrin 488nm 575nm

APC Allophycocyanin 633nm 660nm

PerCP Peridinin Chlorophyll Protein 488nm 675nm

Alexa

Fluor 647

633nm 668nm

2.3.5.3.2 Färbung der Zellen

Um die Zellpopulationen zu differenzieren, werden Antikörper-Mixe bestehend aus

verschiedenen fluoreszenzmarkierten Antikörpern verwendet.

Antikörper Anstazvolumen (μl) Endverdünnung

CD45 FITC 10 5

CD14 Alexa647 5 10

CD21 PE 5 10

1.Diff-Mix

FACS-Puffer 9,5

CD3e Biotin 0,5 100

CD4 FITC 1 50

CD8 PE 1 50

2.T-Zellen

FACS-Puffer 27,5

CD14 Alexa647 5 10

CD21 PE 5 10

HLA-DR

Clone TU39

FITC 10 5

3.HLA-DR

Monozyten

FACS-Puffer 10

CD14 Alexa647 5 104.HLA-DR

Isotyp CD21 PE 5 10
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IgG2a FITC 5 10

Facs-Puffer 15

Streptavidin

(Färbung 1)

PerCP 1 505.Sekundär

Antikörper

FACS-Puffer 5

Steptavidin

(Färbung 2)

APC 0,5 1006.Sekundär

Antikörper

FACS-Puffer 5,5

Zum Färben der Zellen werden 30μl des jeweiligen Primär-Antikörper-Mixes in ein Micronic-

Röhrchen pipettiert und mit 50μl EDTA-Vollblut bedeckt. Die Färbungen inkubieren 30min

bei 4°C. Färbung 1 und 2 werden nach Zugabe von 1ml FACS-Puffer 5min bei 4°C und 250g

zentrifugiert. Der Überstand wird abgesaugt und 30μl des Sekundärantikörpers dazu

pipettiert. Damit das Streptavidin an das Biotin binden kann, wird es 5min bei 4°C inkubiert.

Nach Inkubation erfolgt die Lyse der Erythrozyten mittels Zugabe von 1ml BD-Lyse. Die

Lysezeit beträgt 15min im Dunklen. Nach Zentrifugation und Absaugen des Überstandes wird

1ml FACS-Puffer zur Stabilisierung der Zellen zur Färbung gegeben. Zuletzt erfolgt die

Zentrifugation und Absaugung des Überstandes bevor die Probe gemessen werden kann. Bei

Färbung 3 und 4 werden nach Bindung des Primärantikörpers an die Zielstruktur die

Erythrozyten gleich mit 1ml BD-Lyse lysiert. Der Überstand wird nach der Zentrifugation

abgesaugt und die Stabilisierung der Zellen in der FACS-Puffer-Lösung folgt.

2.3.5.3.3 Identifikation der Zellpopulationen

Die Identifizierung der unterschiedlichen Zelltypen erfolgt anhand ihrer zellspezifischen

Oberflächenproteine. So wird im Diff-Mix die Schnittmenge aller Leukozyten anhand ihrer

CD45 Expression und ihrer Granularität in die drei Zellpopulationen Lymphozyten,

Monozyten und Granulozyten untergliedert (Abb.7A). Die gleichen Zellpopulationen sind im

FSC/SSC-Dot Plot zu erkennen (Abb.7B).
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Abb. 7:A Diff-Bild CD45FITC/SSC B Diff-Bild FSC/SSC
A:Dabei markiert R2 die Lymphozytenpopulation, die am wenigsten granulär ist, gefolgt von den Monozyten R3

und die Zellen mit der dichtesten Granularität stellen die Granulozyten R4 dar. Durch die CD45 Färbung werden

spezifisch nur Leukozyten detektiert.  B: Die Zellen werden hier auf Grund ihrer Größe und Granularität in die

gleichen Gruppen wie in A eingeteilt.

Aus dem Gate das über die Lymphozyten in der Diff-Färbung gesetzt wird, erfolgt die

Identifikation der T-Zellen über das Oberflächenprotein CD3 und der B-Zellen über das

Oberflächenprotein CD21.

Die Monozyten aus der Diff-Färbung werden durch das CD14 und CD45 näher charakterisiert

(Abb. 8).

Abb.8: Monozyten CD14 Alexa647/CD45FITC
Im oberen Bereich der Zellpopulation der CD14+ Zellen befinden sich die stark CD14 positiven Zellen (R12),

darunter die gering CD14 positiven Monozyten (R9). Zudem tragen die Zellen das CD45 an ihrer Oberfläche.

2.3.5.3.4 MHC-II-Expression auf CD14+ Monozyten

Zunächst werden aus der MHC-II-Monozyten-Färbung die Zellen nach Größe und

Granularität differenziert (R7) (Abb.9A), danach werden alle CD14+ Zellen identifiziert (R1)

(Abb.9B).
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Abb. 9: A  MHC-II-Mix  FSC/SSC B CD14Alexa647/SSC
Um die Zellpopulation der CD14+ Zellen wird ein Gate gelegt, so dass über die Oberflächenproteine CD21 und

CD14 B-Zellen von Monozyten unterschieden werden können.

Abb.10 : Monozyten/ B-Zell Identifizierung CD14Alexa647/CD21PE
Die CD14+ Monozytenpopulation wird durch R3 markiert. Die CD21+ Zellen bilden die Population der B-

Zellen (R2).

Um die Gesamtheit der CD14+ Monozyten betrachten zu können, wird die Schnittmenge aus

R3, den identifizierten Monozyten, und allen CD14+ Zellen (R7) abzüglich der B-Zellen (R2)

gebildet (Abb.10). Die CD14+ Monozyten lassen sich in Zellen mit geringerer CD14 Dichte

(CD14+) und hoher CD14 Dichte (CD14++) untergliedern.
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Abb 11: A CD14+Monozyten B Histogramm

CD14 Alexa647/SSC Zellzahl/ CD14Alexa64

Zur Abschätzung der MHC-II-Dichte auf CD14+ Monozyten und deren Subpopulationen

wird die MHC-II-Fluoreszenzintensität der zuvor bestimmten Populationen gemessen

(Abb.11A/B). Als Isotypenkontrolle wird IgG2a verwendet. Über IgG2a werden

unspezifische Bindungen identifiziert, deshalb wird das von IgG2a gemessene

Fluoreszenzsignal von dem gemessenen MHC-II-Fluoreszenzsignal abgezogen. Im

Histogramm wird die Zellzahl der MHC-II- positiven Zellen gegen die MHC-II-FITC-

Fluoreszenzintensität ermittelt (Abb.12).

Zellzahl/MHC-II-FITC  Isotypenkontrolle  Zellzahl/IgG2a FITC

Abb.12: Histogramm MHC-II+ Monozyten

2.3.6 Statistik

Zur statistischen Auswertung der Parameter der Stichprobe wird Sigma Stat mit seinen

Analysetests angewendet. Da bei einer Probenstärke von n=5 pro Versuchsgruppe nicht von

einer Normalverteilung ausgegangen werden kann, kommen nicht-parametrische Tests zum

Einsatz. Um den Verlauf der Zytokinausschüttung, der Zellzahlen und der MHC-II-

Expression und damit die Abwehrlage des Organismus einordnen zu können, werden die an

den verschiedenen Versuchstagen erhoben Daten mit dem Friedman-Test miteinander

verglichen. Um einen signifikanten Unterschied zwischen den Operationstechniken in Bezug
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auf die Beeinflussung des Immunsystems zu sehen, werden die Daten zunächst mit dem

Yarst-Kruskal-Wallis-H-Test verglichen. Bei bestehender Signifikanz kommt der Dunn`s Test

zum Einsatz. Als signifikant werden p-Werte unter 0,05 angesehen. Die Präsentation der

Daten in Diagrammen und Tabellen erfolgt mit den Programmen Sigma Plot und Excel. Die

darin abgebildeten Verläufe und Vergleiche werden deskriptiv beschrieben.
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3. Ergebnisse

Um die Fragestellung des postoperativen Immunstatus nach der Leberteilresektion mit dem

Nd:YAG Laser durch verschiedene Zugangswege beantworten zu können, sind im Folgenden

die Ergebnisse der Stichprobe von insgesamt 15 Tieren, die in 3 Gruppen zu 5 Tieren

eingeteilt werden, die repräsentativ für die Laparotomie-, Handport- und Laparoskopiegruppe

stehen, dargestellt. Die Datensätze der relativen Werte werden als Box plots oder Balken mit

Angaben über den Median und die Perzentilen oder mit der Standardabweichnung angegeben.

In der Handportgruppe sind zwei Tiere nachdem sie aus der Narkose aufgewacht sind

postoperativ verstorben. Ein Versuchstier hatte akutes Nierenversagen mit Perikarditis und

Lungenödem. Bei dem anderen Tier konnte keine pathologische Ursache bei der Sektion

gefunden werden. Diese beiden Tiere wurden aus der Wertung genommen. Da die Anzahl der

Tiere für die statistische Auswertung in dieser Gruppe zu gering gewesen wäre, sind zwei

weitere Tiere in der Handport-unterstützten Technik operiert worden. In der Versuchsgruppe

mit dem konventionellen Zugang ist ein Schwein postoperativ an einer malignen

Hyperthermie verstorben. Auf Grund dessen liegen nur die präoperativen und direkt

postoperativ erhobenen Messdaten vor. Da die Operationsdauer, die Resektatgröße und der

intraoperative Blutverlust quantitativ das gesetzte Trauma beschreiben und auslösende

Faktoren für die Immunsystemaktivierung sind, werden sie in die Auswertung miteinbezogen.

Das Auftreten von erhöhten Temperaturen als klinischer Parameter ist ein Hinweis auf die

systemische Reaktion des Körpers auf den Eingriff. Die immunologischen Parameter bieten

die Differenzierungsmöglichkeit zwischen den einzelnen Subpopulationen der Leukozyten im

peripheren Blut, die zusammen mit den Stimulationstests der Mediatoren und der MHC-II-

Dichte eine Aussage über das Auftreten einer postoperativen Immunparalyse erlauben.
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3.1 Operative Parameter

3.1.1 Operationsdauer

Graphik 1: Die Operationszeiten der Laparotomie-, Laparoskopie- und Handportgruppe (25% Percentile,

Median, 75% Percentile)

Die Gesamtoperationsdauer wird beschrieben vom ersten Hautschnitt am Hals für die Venae

sectio der Pulmonaliskathetreranlage bis zur Hautnaht als Wundverschluß des Abdomens

nach der Leberteilresektion. In Graphik 1 werden die Ergebnisse der Operationszeit

veranschaulicht. In der Laparotomiegruppe erfolgte die Operation in 225 min. Die längste

mediane Operationsdauer wird in der Laparoskopiegruppe mit 280 min. verzeichnet. Die

Leberresektion in der Handportgruppe erfolgt unter allen Gruppen mit der geringsten

Operationszeit von 170 min. Ein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen konnte mit

p= 0,180 dem Kruskal-Wallis-Test nicht ermittelt werden.
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3.1.2 Resektatgewicht

Graphik 2: Darstellung des Resektatgewichts der Laparotomie-, Laparoskopie- und Handportgruppe ( 25%

Percentile, Median, 75% Percentile)

Das mediane Resektatgewicht ist in der Laparotomiegruppe mit 79,5g das geringste, in der

Laparoskopiegruppe liegt das mediane Resektatgewicht bei 108g. In der Handportgruppe fällt

das Gewicht mit 106g am größten aus (Graphik 2). Ein signifikanter Unterschied zwischen

den Operationsgruppen konnte nicht ermittelt werden, der p-Wert beträgt 0,878.

3.1.3 Intraoperativer Blutverlust
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Graphik 3: Dargestellt ist der intraoperative Blutverlust in der Laparotomie-, Laparoskopie- und

Handportgruppe (25% Percentile, Median, 75% Percentile).

Die Blutverluste in der Laparotomiegruppe und Handportgruppe gleichen sich, beide liegen

bei einem medianen Wert von 250ml. Der größte Blutverlust mit einem medianen Wert von

300ml liegt in der Laparoskopiegruppe (Graphik 3). Mit p=0,753 gibt es keinen signifikanten

Unterschied zwischen den Versuchsgruppen.

3.2 Klinische Parameter

3.2.1 Körpertemperatur

Tab. 1: Verlauf der Körpertemperatur in °C der einzelnen Tiere in den Versuchsgruppen Laparotomie,

Laparoskopie und Handport. k.A.= keine Angaben

Versuchsgruppe prä op post op D1 D3 D8
35,4 37,3             37,2                37 38,3
35,7 36,6 39 37,7 37,7
37,7 37,3 38,4 36,3 37,8
34,9 38,6             37,5             37,5             38,5

Laparotomie

37,8 38,5            k.A. k.A. k.A.
36,7 40,1             38,7 38,4 37,4
36,9 38,4 38,2 38,6 39,7
37,3 38,4 39 39,5 38,4
37,5 39,8 38,7 39,5             37,2

Laparoskopie

36,4 37,6 38,2 37,8 38,1
35,2 37,5 39,2 37,2             37,5
35,8 36,8 38,2 37,9 37,5
36,4 36,7             38,2 38,4 38,4
37,4 38 39,2 39,5 38,2

Handport

           k.A.            k.A. 38,4 39,1 38,2

Die Körpertemperaturmessung erfolgte rektal wobei eine Temperatur von 39°C als Fieber

definiert wird. Die Tabelle 1 zeigt den Temperaturverlauf im Beobachtungszeitraum. In der

Laparotomiegruppe zeigt sich bei einem Tier am ersten postoperativen Tag eine subfebrile

Temperatur. In der Laparoskopiegruppe kommt es zum Temperaturanstieg auf Fieberwerte

bei zwei Tieren direkt postoperativ, am ersten operativen Tag bei einem Schwein, am dritten

postoperativen Tag bei zwei Tieren und am letzten Messtag bei einem Tier. In der

Handportgruppe kommt es zur Fieberentwicklung bei zwei Tieren am ersten postoperativen

Tag und am dritten postoperativen Tag bei zwei Schweinen.

3.3 Immunologische Parameter

3.3.1 Mediatoren
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Es werden die relativen Werte der Mittelwerte der absoluten Zahlen gemessen in pg/ml

angegeben. Die Verdünnung der Vollblustimulation wurde in die absoluten Werte mit

einberechnet. Für die relativen Werte ist der absolute präoperative Wert auf 100% gesetzt

worden und die Verlaufswerte darauf bezogen worden. Bei den LPS-Stimulationsansätzen

sind die Ansätze mit 5 μg/ml LPS in einer 1:2 Vollblutverdünnung für die ELISA-Messung

ausgewählt worden und bei der PHA-Stimulation die Ansätze mit 20 μg/ml PHA in einer 1:2

Vollblutverdünnung, da diese Stimulationsansätz die besten Zytokinsekretionen gezeigt

haben. Die Immunzellen der Schweine konnten mit Con A nicht zur Zytokinsekretion

stimuliert werden.

3.3.1.1 TNFα nach LPS-Stimulation

Graphik 4: Verlauf der TNFα-Sekretion nach 4 h Stimulation mit 5 μg/ml LPS im Vollblutansatz 1:2 mit

Medium verdünnt in der Laparotomie-, Laparoskopie- und Handportgruppe. (Balken: Mittelwert, STABW,

signifikant; X-Achse: prä op-präoperativ, post op-postoperativ, D1- erster postoperativer Tag, D3- dritter

postoperativer Tag, D8- achter postoperativer Tag).

Die durchschnittliche TNFα-Konzentration sinkt postoperativ in allen Versuchsgruppen ab,

am stärksten in der Handport- und Laparotomiegruppe (Graphik 4). Die TNFα-Konzentration

in der Laparoskopiegruppe beträgt das 0,1-fache des präoperativen Ausgangswertes. Am

ersten postoperativen Tag steigt die TNFα-Konzentration in der Laparotomiegruppe und

stärker in der Laparoskopiegruppe an. In der Handportgruppe liegt die TNFα-Sekretion nahe

Null. Zum dritten postoperativen Tag ist die TNFα-Konzentration der Laparotomiegruppe

erneut angestiegen, so dass sie höher ist als in der Laparoskopiegruppe. In der
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Handportgruppe zeigt sich weiterhin keine Reaktion auf die Stimulation. Final kommt es zu

einem erneuten Abfall der TNFα-Konzentration in der Laparotomie- und

Laparoskopiegruppe. Der Wert der Handportgruppe liegt um den Nullpunkt. An den

einzelnen Tagen konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen ermittelt

werden. Im Verlauf zeigt sich postoperativ in der Laparotomiegruppe ein Abfall der TNFα-

Konzentration, die bis zum Maximum am dritten postoperativen Tag wieder ansteigt. Am

achten postoperativen Tag fällt sie ab. Ein signifikanter Unterschied konnte mit dem

Friedmann und Tukey Test zwischen der präoperativen und der postoperativen TNFα-

Konzentration ermittelt werden. In der Laparoskopiegruppe fällt die  TNFα-Sekretion

postoperativ ab. Sie erholt sich am ersten postoperativen Tag, fällt dann aber in den folgenden

Tagen kontinuierlich ab. Ein signifikanter Unterschied konnte mit dem Friedmann und Tukey

Test zwischen der präoperativen TNFα-Konzentration und der direkt postoperativ und am

achten postoperativen Tag ermittelt werden. Im Verlauf der Handportgruppe kommt es

postoperativ zu keiner Sekretion von TNFα nach Stimulation mit LPS.

3.3.1.2 IL-6 nach LPS-Stimulation

Graphik 5: Verlauf der IL-6-Sekretion nach 24 h Stimulation mit 5 μg/ml LPS  im Vollblutansatz 1:2 mit

Medium verdünnt in der Laparotomie-, Laparoskopie- und Handportgruppe n=3. (Balken: Mittelwert, STABW;

X-Achse: prä op-präoperativ, post op-postoperativ, D1- erster postoperativer Tag, D3- dritter postoperativer Tag,

D8- achter postoperativer Tag).

Nach der Leberteilresektion sinkt in der Laparotomie- und stärker ausgeprägt in der

Handportgruppe die IL-6-Konzentration nach Stimulation unter das Ausgangsniveau. Die IL-
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6-Konzentration der Laparoskopiegruppe steigt leicht um das 0,2-fache des Ausgangswertes

an. In der Laparotomiegruppe fällt die IL-6-Konzentration am ersten postoperativen Tag

weiter. Die IL-6-Sekretion der Laparoskopiegruppe steigt weiter an und auch in der

Handportgruppe steigt die IL-6-Sekretion über den Ausgangswert an. Der dritte postoperative

Tag ist gekennzeichnet durch einen geringfügigen Anstieg der IL-6-Konzentration in der

Laparotomiegruppe, die den Ausgangswert nicht übersteigt und einen weiteren Anstieg in der

Laparoskopie- und Handportgruppe. Die Laparoskopiegruppe hat die höchste IL-6-Sekretion

unter den Gruppen. Zum Vortag hat sich am achten postoperativen Tag in der

Laparotomiegruppe nichts verändert. Die IL-6-Konzentration der Laparoskopiegruppe ist auf

das 3,4-fache des Ausgangslevels angestiegen. Die IL-6 Konzentration der Handportgruppe

ist auf das Niveau der Laparotomiegruppe zurückgefallen. Es besteht kein signifikanter

Unterschied zwischen den Gruppen. Im Verlauf der Laparotomiegruppe zeigt sich eine

Abnahme der IL-6-Konzentration über den Zeitraum hinweg. In der Laparoskopiegruppe

kommt es zu einem kontinuierlichen Anstieg der IL-6-Konzentration mit einem Maximum am

achten postoperativen Tag. In der Handportgruppe steigt die IL-6-Sekretion nur verhalten am

ersten und dritten postoperativen Tag über den präoperativen Wert an (Text zur Graphik 5).

3.3.1.3 IL-8 nach LPS-Stimulation

Graphik 6: Verlauf der IL-8-Sekretion nach 24 h Stimulation mit 5 μg/ml LPS im Vollblutansatz 1:2 mit

Medium verdünnt in der Laparotomie-, Laparoskopie- und Handportgruppe. (Balken: Mittelwert, STABW; X-

Achse: prä op-präoperativ, post op-postoperativ, D1- erster postoperativer Tag, D3- dritter postoperativer Tag,

D8- achter postoperativer Tag).
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Aus der Laparoskopiegruppe wurde für ein Versuchstier der Datensatz aus der Wertung

genommen, da ein unplausibler präoperativer Wert gemessen wurde. Postoperativ sinkt die

IL-8-Konzentration um die Hälfte des Ausgangswertes in der Laparoskopiegruppe,

wohingegen sie in der Laparotomiegruppe um das 0,4-fache und in der Handportgruppe auf

das 3-Fache des Ausgangswertes ansteigt. Am ersten postoperativen Tag steigt die IL-8-

Sekretion in der Laparotomiegruppe stark an, im Gegensatz dazu fällt die IL-8-Konzentration

in der Laparoskopiegruppe unter den Wert der Laparotomiegruppe. Den geringsten Wert

verzeichnet die Handportgruppe. Auch am dritten postoperativen Tag liegt die höchste IL-8-

Konzentration in der Laparotomiegruppe, gefolgt von der Laparoskopiegruppe. Die IL-8-

Sekretion der Handportgruppe ist zu den vorangegangenen Messungen nur leicht angestiegen.

Am achten postoperativen Tag ist die Konzentration der Laparotomiegruppe etwas abgefallen,

sie liegt dennoch um das 0,5-fache über dem Ausgangswert. Die IL-8-Sekretion der

Laparoskopiegruppe liegt unter dem Bezugsniveau und die Handportgruppe weist den

stärksten Anstieg auf. Ein signifikanter Unterschied ist zwischen den Gruppen in den

postoperativen Beobachtungen nicht aufgetreten. In der Laparotomiegruppe kommt zu einem

Anstieg der IL-8-Konzentration bis zum ersten postoperativen Tag und einem nachfolgenden

Rückgang der IL-8-Produktion. Die IL-8-Konzentrationen liegen nur am ersten und dritten

postoperativen Tag über dem Ausgangsniveau. Im Verlauf der Handportgruppe zeigt sich ein

Anstieg der IL-8-Sekretion der stimulierten Zellen sofort nach dem Eingriff und am achten

postoperativen Tag, dazwischen fallen die Werte unter den Ausgangswert (Graphik 6).

3.3.1.4 IFNγ nach PHA-Stimulation
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Graphik 7: Verlauf der IFNγ-Sekretion nach 24 h Stimulation mit 20 μg/ml PHA im Vollblutansatz 1:2 mit

Medium verdünnt in der Laparotomie-, Laparoskopie- n=4 und Handportgruppe. (Balken: Mittelwert, STABW,

signifikant; X-Achse: prä op-präoperativ, post op-postoperativ, D1- erster postoperativer Tag, D3- dritter

postoperativer Tag, D8- achter postoperativer Tag).

Aus der Laparoskopiegruppe wurde für ein Versuchstier der Datensatz aus der Wertung

genommen, da ein unplausibler präoperativer Wert gemessen wurde. Direkt nach dem

Eingriff sinkt die IFNγ-Sekretion in allen Gruppen unter das Ausgangsniveau ab, am

wenigsten stark in der Handportgruppe und am stärksten in der Laparotomiegruppe. Erst am

ersten postoperativen Tag steigt die IFNγ-Konzentration in allen Gruppen wieder an. Am

stärksten in der Laparoskopie um das 0,3-fache des Ausgangswertes. Die Laparotomiewerte

und Handportwerte liegen fast gleich auf noch unter den Bezugspunkt. Am dritten

postoperativen Tag kommt es zu einem generellen Abfall der IFNγ-Konzentration unter das

Ausgangslevel, besonders ausgeprägt in der Laparotomiegruppe; dagegen weniger stark in der

Laparoskopiegruppe. Zum achten postoperativen Tag ist die IFNγ-Konzentration der

Laparotomiegruppe am geringsten. Der Laparoskopiewert ist weiter gefallen, die

Handportgruppe hat den höchsten Wert. Ein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen

liegt zu keinem Messzeitpunkt vor. Im Verlauf der Laparotomiegruppe kommt es nach

postoperativer Suppression am ersten postoperativen Tag zu einer Regeneration der Werte.

Die Werte fallen dann kontinuierlich wieder ab. In der Laparoskopiegruppe kommt es nach

postoperativem Einbruch der IFNγ-Produktion zu einem Anstieg am ersten postoperativen

Tag. Danach fällt die IFNγ-Konzentration wieder unter das Ausgangsniveau ab. Ein

signifikanter Unterschied besteht zwischen der postoperativen IFNγ-Konzentrationen und  der

des ersten postoperativen Tages. Die IFNγ-Konzentrationen der Handportgruppe bleiben im

postoperativen Verlauf immer unter dem Ausgangsniveau (Text zur Graphik 7).

3.3.1.5 IL-10 nach LPS-Stimulation

Die Stimulation der Zellen im Vollblut mit 5 μg LPS/ml und 100 ng LPS/ml führte zu keiner

IL-10-Sekretionsaktivität.

3.3.2 MHC-II-Expression

Da die gemessene mittlere Fluoreszenzintensität (MFI) der Zellen für den präoperativen Wert

als Ausgangswert dient und dieser eine breite individuelle Variabilität aufweist, werden

relative Werte angegeben, um die Versuchsgruppen vergleichen zu können. Die Werte der

Isotypenkontrolle, die gleichzusetzen sind mit unspezifischen Bindungen des
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Makerantikörpers, werden von den ermittelten Werten für die MFI der MHC-II-Expression

abgezogen, um die rein spezifischen Bindungen zum MHC-II zu isolieren. In der

Laparoskopiegruppe musste der gesamte Datensatz eines Versuchstieres aus der Wertung

genommen werden, da die Werte unplausibel waren. Die unterschiedliche Anzahl der

Ergebnisse pro Versuchsgruppe ist in den Graphen durch die Zahl unter den box plots

ersichtlich gemacht.

3.3.2.1 MHC-II-Expression auf Monozyten

Graphik 8: MH-II auf Monozyten im Verlauf in der Laparotomie-, Laparoskopie- und Handportgruppe (Box

Plots: 25% Percentile, Median, 75% Percentile,  signifikant, Zahl=n; X-Achse: prä op-präoperativ, post op-

postoperativ, D1- erster postoperativer Tag, D3- dritter postoperativer Tag, D8- achter postoperativer Tag)

Postoperativ sinkt die MHC-II-Dichte auf Monozyten in der Laparoskopiegruppe um das 0,2-

fache ab. Die MHC-II-Dichte steigt in der Handportgruppe und am stärksten in der

Laparotomiegruppe um das 0,98-fache des Ausgangswertes an (Graphik 8). Im Verlauf sinken

die medianen MFI-Werte für MHC-II am ersten postoperativen Tag in den Gruppen

Laparotomie und Laparoskopie um mehr als die Hälfte unter das Ausgangsniveau ab. In der

Handportgruppe zeigt sich ein erneuter MHC-II-Zuwachs auf das 0,6-fache zum

Ausgangswert. Zu einem signifikanten Unterschied mit dem Kruskal-Wallis-Test zwischen

den Gruppen kommt es am ersten postoperativen Tag mit p=0,047. Im Dunn`s Test, der zur

Isolation der sich unterscheidenen Gruppen angewandt wird, zeigt sich kein signifikanter

Unterschied. Am dritten postoperativen Tag kommt es zu einem Anstieg der MHC-II -Dichte
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in allen Gruppen, dabei steigt die MFI um das 1,3-fache in der Laparotomiegruppe, in der

Laparoskopiegruppe am herausragendsten um das 2,4-fache und in der Handportgruppe hat

sich die Anzahl zum Ausgangswert verdoppelt. Am achten postoperativen Tag kommt es zu

einem erheblichen Abfall der MHC-II-Dichte in der Laparotomie- und Laparoskopiegruppe,

nur in der Handportgruppe lässt sich wie an den anderen Tagen ein Zuwachs der MHC-II-

Dichte vermerken. In der postoperativen Phase beschreibt die Kurve der Laparotomiegruppe

und Laparoskopiegruppe einen sinusförmigen Verlauf  mit den Höhepunkten postoperativ und

am dritten postoperativen Tag. In der Laparotomiegruppe kommt es zu einem signifikanten

Unterschied p=0,044 der MHC-II-Dichte zwischen dem ersten postoperativen Tag und dem

dritten postoperativen Tag. Im Verlauf der Handportgruppe kommt es zu einem

kontinuierlichen Anstieg der Anzahl der MHC-II-Moleküle, mit einem maximalen Wert am

achten postoperativen Tag, der das 2,7-fache des Ausgangswertes beträgt.

3.3.2.2 CD14++ Monozyten und MHC-II-Expression

Die Monozyten lassen sich in CD14++ und CD14+ Subpopulationen anhand der Dichte ihrer

CD14 Oberfächenmoleküle einteilen. Graphik 9 wird im folgenden Text erläutert.

Graphik 9: Verlauf der MHC-II-Dichte aller CD14++ Monozyten in der Laparotomie-, Laparoskopie- und

Handportgruppe (Box Plots: 25% Percentile, Median, 75% Percentile,Zahl=n; X-Achse: prä op-präoperativ, post

op-postoperativ, D1- erster postoperativer Tag, D3- dritter postoperativer Tag, D8- achter postoperativer Tag)

Die medianen Werte für die Anzahl der MHC-II-Moleküle auf den gesamten CD14++

Monozyten steigt direkt postoperativ am stärksten in der Laparotomiegruppe und etwa gleich
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stark in der Laparoskopie- und Handportgruppe an. Die Anzahl der MHC-II-Moleküle sinkt in

der Laparotomiegruppe um das 0,35-fache des Basiswertes ab, in der Laparoskopiegruppe

steigt die Anzahl um das 5,9-fache des Ausgangswertes und in der Handportgruppe kommt es

zu einem dezenten Anstieg. Am dritten postoperativen Tag steigt die Dichte der MHC-II-

Proteine in der Laparotomiegruppe an und erreicht Werte die das 2,3-fache des Basiswertes

betragen. Die mediane MFI für MHC-II der Laparoskopiegruppe fällt leicht zum vorherigen

Messtag ab. In der Handportgruppe zeigt sich ein Abfall der MHC-II-Dichte unter den

Ausgangswert. Zum achten postoperativen Tag sind die medianen Werte der MHC-II-Dichte

der Laparotomie- und Laparoskopiegruppe am abgefallen. Die Stichprobe der

Handportgruppe konnte für den achten postoperativen Tag nicht ausgewertet werden, da sie

statistisch zu klein war. Es zeigt sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen.

Die Verlaufskurve der Laparotomiegruppe lässt sich als Sinuskurve mit zwei Höhepunkten

postoperativ und am dritten postoperativen Tag beschreiben. Es zeigt sich in der

Laparoskopiegruppe eine schnelle Zunahme der MHC-II-Moleküle bis zum ersten

postoperativen Tag, die im Folgenden am achten postoperativen Tag auf das 4-Fache des

Ausgangswertes absinkt. In der Handportgruppe fällt die Zellzahl über die Zeit bis zur Hälfte

der ursprünglichen Anzahl. Es zeigt sich kein signifikanter Unterschied im Verlauf der MFI

für MHC-II in den einzelnen Gruppen.

Graphik 10: MHC-II auf CD14++ MHC-II+ Monozyten im Verlauf der Laparotomie-, Laparoskopie- und

Handportgruppe (Box Plots: 25% Percentile, Median, 75% Percentile,Zahl=n; X-Achse: prä op-präoperativ, post

op-postoperativ, D1- erster postoperativer Tag, D3- dritter postoperativer Tag, D8- achter postoperativer Tag).
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Die Graphik 10 wird folgend näher beschrieben. Die Dichte der MHC-II-Moleküle auf der

Oberfläche von MHC-II+CD14++ Monozyten steigt leicht in der Laparotomiegruppe (0,06-

fach) direkt nach der Leberteilresektion an, in der Laparoskopiegruppe ebenfalls um das 0,04-

Fache und in der Handportgruppe fällt sie dezent ab. Am ersten postoperativen Tag findet sich

die geringste MHC-II-Dichte auf MHC-II+CD14++ Monozyten der Laparotomiegruppe und

Laparoskopiegruppe, die beide um das 0,3-fache des Ausgangswertes abgefallen sind. Die

medianen Werte der MFI für MHC-II in der Handportgruppe haben sich zum postoperativen

Messzeitpunkt kaum verändert, daher hat die Gruppe die höchste MHC-II-Dichte am ersten

postoperativen Tag. Der dritte postoperative Tag zeichnet sich durch eine überragende MHC-

II-Moleküldichte in der Laparotomiegruppe aus, die das 1,4-fache des Ausgangswertes

beträgt. Auch die Dichte der Moleküle in der Laparoskopiegruppe steigt über den

Ausgangswert an. Am geringsten fällt die MHC-II-Dichte in der Handportgruppe aus, die

zum Vortag wieder abgefallen ist. Final am achten postoperativen Tag erreicht die

Laparoskopiegruppe ihre höchste MHC-II-Dichte (1,3-fach erhöht) und liegt damit vor der

Laparotomiegruppe, deren Werte im Vergleich zum dritten postoperativen Tag gefallen sind.

Die Handportgruppe zeigt im Vergleich zu den anderen Gruppen die geringste MHC-II-

Moleküldichte mit ihrem Level vom dritten postoperativen Tag. Es konnte kein signifikanter

Unterschied der MHC-II-Dichte auf MHC-II+CD14++ Monozyten zwischen den Gruppen im

postoperativen Verlauf nachgewiesen werden. Im zeitlichen Verlauf lässt sich in der

Laparotomiegruppe nach anfänglichem postoperativem Anstieg der MHC-II-

Oberflächendichte, ein Abfall am ersten postoperativen Tag erkennen. Auf diesen folgt eine

starke Aktivierung am dritten postoperativen Tag, die zum achten postoperativen Tag leicht

über das Ausgangsniveau abfällt. In der Laparoskopiegruppe fallen die Werte der MHC-II-

Moleküle an der Oberfläche postoperativ und am ersten postoperativen Tag unter den

Ausgangswert ab. Erst am dritten postoperativen Tag steigen sie an bis sie am achten

postoperativen Tag das 1,3-fache des Vergleichswertes erreicht haben. Die Handportwerte

liegen insgesamt zu jedem Messzeitpunkt unter dem Ausgangsniveau und zeigen einen

fallenden Verlauf über die Messtage bis zum niedrigsten Wert am achten postoperativen Tag.
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3.3.2.3 CD14+Monozyten und MHC-II-Expression

Graphik 11: Verlauf der MHC-II-Oberflächenmolekülanzahl auf den gesamten CD14+ Monozyten im

Verlauf der der Laparotomie-, Laparoskopie- und Handportgruppe (Box Plots: 25% Percentile, Median, 75%

Percentile, Zahl=n; X-Achse: prä op-präoperativ, post op-postoperativ, D1- erster postoperativer Tag, D3- dritter

postoperativer Tag, D8- achter postoperativer Tag).

Graphik 11 zeigt die andere Subpopulation, die CD14+ Monozyten mit geringerer CD14

Oberflächendichte. Die medianen MFI-Werte für MHC-II liegen postoperativ in der

Laparotomiegruppe um den Ausgangswert, in der Laparoskopiegruppe sind sie um das 2,4-

fache angestiegen und in der Handportgruppe sind sie unter den Ausgangswert abgefallen.

Am ersten postoperativen Tag kommt es zu einem Abfall der MHC-II-Moleküle in der

Laparotomie- und auch in der Laparoskopiegruppe unter das Ausgangsniveau. Die

Handportgruppe weist mit einer Vermehrung der MHC-II-Proteine auf das 0,55-fache des

Ausgangswertes die größte MHC-II-Anzahl auf. Auch mit einem Anstieg der MHC-II-

Moleküle in der Laparotomiegruppe liegt der Wert noch unter dem Ausgangsniveau. In der

Laparoskopie- und Handportgruppe ist die MHC-II-Dichte angestiegen. In der

Laparoskopiegruppe hat sich die Anzahl der Moleküle verdoppelt und in der Handportgruppe

ist sie um das 1,9-fache angestiegen. Am achten postoperativen Tag fällt die Anzahl der

MHC-II-Moleküle in allen Gruppen unter das 0,5-fache des Ausgangswertes ab. Statistisch

konnte an den einzelnen Messtagen kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen

ermittelt werden. Im Verlauf kommt es in der Laparotomiegruppe nach dem chirurgischen

Eingriff zu einem leichten MHC-II-Anstieg, der am ersten postoperativen Tag unter das
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Ausgangsniveau abfällt. Die MHC-II-Anzahl bleibt bis zum achten postoperativen Tag unter

dem Ausgangsniveau. Im Verlauf der Laparoskopiegruppe lässt sich postoperativ und am

dritten postoperativen Tag eine Steigerung der MHC-II-Oberflächenmarker messen, an den

dazwischen liegenden Messtagen liegt die MHC-II-Dichte unter dem Ausgangslevel. Die

MHC-II-Oberflächenproteine auf CD14+ Monozyten der Handportgruppe fallen nach dem

Eingriff unter das Ausgangsniveau ab. Vom ersten bis zum dritten postoperativen Tag kommt

es zu einem Anstieg der MHC-II-Proteine, die final wieder unter den Ausgangswert abfallen.

Graphik 12: Der Verlauf der MHC-II-Oberflächenproteine auf MHC-II+CD14+ Monozyten in der

Laparotomie-, Laparoskopie- und Handportgruppe (Box Plots: 25% Percentile, Median, 75% Percentile, Zahl=n;

X-Achse: prä op-präoperativ, post op-postoperativ, D1- erster postoperativer Tag, D3- dritter postoperativer Tag,

D8- achter postoperativer Tag).

Die Dichte der MHC-II-Moleküle auf der Oberfläche der MHC-II+CD14+ Zellen steigt in der

Laparotomiegruppe nach der Leberteilresektion am stärksten um das 0,2-fache des

Ausgangswertes an, dicht gefolgt von der Laparoskopiegruppe (Graphik 12). In der

Handportgruppe kommt es zu einer verminderten Dichte mit einem Abfall auf das 0,76-fache

des Ausgangswertes. In allen Gruppen kommt es am ersten postoperativen Tag zu einem

Anstieg der MHC-II-Moleküle auf der Oberfläche der MHC-II+CD14+ Monozyten, am

stärksten in der Laparoskopiegruppe um das 1,6-fache, gefolgt von der Laparotomiegruppe

und in der Handportgruppe steigt die MHC-II-Anzahl auf das 0,7-fache des Ausgangswertes.

Am dritten postoperativen Tag sistiert die MHC-II-Anzahl in der Laparotomiegruppe. Die
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MHC-II-Dichte der Laparoskopiegruppe ist leicht abgefallen, zeigt aber noch den höchsten

Wert aller Gruppen. Zum Einbruch der MHC-II-Marker unter das Ausgangsniveau kommt es

in der Handportgruppe. Am achten postoperativen Tag fällt die Anzahl des MHC II in der

Laparotomiegruppe ab auf das 0,2-fache des Ausgangswertes. Auch in der

Laparoskopiegruppe kommt es zu einem Abfall, dennoch ist es die Gruppe mit der höchsten

MHC-II-Dichte. Die Anzahl der MHC-II-Moleküle steigt in der Handportgruppe an, erreicht

aber nicht das Ausgangsniveau. Ein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen konnte

nicht nachgewiesen werden. Im Verlauf zeigt sich, dass in der Laparotomiegruppe die MHC-

II-Dichte auf MHC-II+CD14+ Monozyten bis zum ersten postoperativen Tag ansteigt, auf

diesem Level verbleibt und zum achten Tag wieder zurückfällt. In der Laparoskopiegruppe

kommt es zum Anstieg der MHC-II-Moleküle mit einem Maximum am ersten postoperativen

Tag. Danach kommt es zu einem leichten Abfall der Dichte, die am achten postoperativen

Tag immer noch das 0,9-fache des Ausgangswertes beträgt. Die Anzahl der MHC-II-Proteine

auf den CD14+ Monozyten in der Handportgruppe fällt postoperativ ab, erholt sich am ersten

postoperativen Tag und sinkt dann in den nächsten Tagen weiter unter das Ausgangsniveau

ab. Im Verlauf der einzelnen Gruppen konnte bezüglich der MHC-II-Molekülanzahl auf

MHC-II+CD14+ Monozyten kein signifikanter Unterschied ermittelt werden.

3.3.3 Leukozyten Subpopulationen

3.3.3.1 Leukozyten
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Graphik 13: Leukozyten im Verlauf in der Laparotomie-, Laparoskopie- und Handportgruppe (Box Plots:

25% Percentile, Median, 75% Percentile, signifikant; X-Achse: prä op-präoperativ, post op-postoperativ, D1-

erster postoperativer Tag, D3- dritter postoperativer Tag, D8- achter postoperativer Tag).

 Im Folgenden Text wird die Graphik 13 beschrieben. Die postoperativ bestimmten absoluten

Zellzahlen für Leukozyten zeigen einen Anstieg um das 0,06-fache in der Laparotomiegruppe,

um das 0,75-fache in der Laparoskopiegruppe und in der Handportgruppe kommt es zu einem

geringen Abfall der Zellzahl unter den Ausgangswert. Am ersten postoperativen Tag steigen

die ermittelten medianen Zellzahlen am meisten in der Laparotomiegruppe an, auf die

doppelte Zellzahl des Ausgangswertes. Dagegen kommt es in der Laparoskopiegruppe zum

Abfall der Leukozytenzahl auf das 0,5-fache des Ausgangswertes, damit ist dies die Gruppe

mit der geringsten Leukozytenanzahl. In der Handportgruppe kommt es zu einer Vermehrung

der Leukozyten im peripheren Blut um das 0,6-fache des Ausgangswertes. Der dritte

postoperative Tag zeichnet sich durch einen Zellzahlabstieg annähernd auf das

Ausgangsniveau in allen Gruppen aus. Final bleibt die Leukozytenzellzahl in der

Laparotomiegruppe im Bereich des Ausgangsniveaus, in der Handport- und am deutlichsten

in der Laparoskopiegruppe steigt sie wieder an. Die Gruppen zeigen an den

Probeentnahmetagen keinen statistisch signifikanten Unterschied in der Leukozytenzahl. Im

Verlauf beschreibt die Leukozytenzahl in der Laparotomiegruppe nur am ersten

postoperativen Tag eine Zunahme der Zellen. An den anderen Tagen bleibt die Zellzahl im

Bereich um den Ausgangswert. In der Laparoskopiegruppe kommt es nach einem

postoperativen Anstieg der Zellzahl zu einem Abfall der Leukozyten bis zum dritten

postoperativen Tag. Am achten postoperativen Tag steigt die Zellzahl auf den

Plasmaspiegelwert des postoperativen Tages. In der Handportgruppe fällt die Leukozytenzahl

nach der Leberresektion unter den präoperativen Wert ab. Am ersten und achten

postoperativen Tag liegt die Zellzahl über dem Ausgangsniveau, dazwischen fällt sie wieder

ab. In der Handportgruppe zeigt sich mit dem Friedman und Tukey Test im

Leukozytenzellzahlverlauf ein signifikanter Unterschied zwischen dem ersten und dritten

postoperativen Tag

3.3.3.2 Lymphozyten
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Graphik 14: Lymphozytenzellzahl im Verlauf in der Laparotomie-, Laparoskopie- und Handportgruppe (Box

Plots: 25% Percentile, Median, 75% Percentile; X-Achse: prä op-präoperativ, post op-postoperativ, D1- erster

postoperativer Tag, D3- dritter postoperativer Tag, D8- achter postoperativer Tag).

Im Vergleich zur Ausgangszellzahl haben sich die Lymphozytenzellzahlen der einzelnen

Gruppen postoperativ kaum verändert (Graphik 14). Am ersten postoperativen Tag lässt sich

ein Rückgang der Zellzahlen unter das Ausgangsniveau in der Handport- und stärker

ausgeprägt in der Laparotomiegruppe erkennen. In der Laparoskopiegruppe kommt es zu

einer 0,19-fachen Vermehrung der Lymphozyten im Plasma. Während es zu einem

geringfügigen Lymphozytenanstieg, um das 0,07-fache zum Vortag, in der Handportgruppe

und zu einem Anstieg der Lymphozytenzahl auf das Ausgangsniveau in der

Laparotomiegruppe kommt, fällt die Zellzahl in der Laparoskopiegruppe am dritten

postoperativen Tag. Trotzdem weist die Laparoskopiegruppe die höchste Zellzahl auf. Zum

achten postoperativen Tag steigt die Zellzahl der Laparoskopiegruppe am stärksten auf das

0,4-fache des Ausgangswertes und die Zellzahl der Handportgruppe auf das 0,13-fache an.

Die Lymphozytenzahl der Laparotomiegruppe fällt wieder unter den Ausgangspunkt. Ein

signifikanter Unterschied zwischen den Versuchsgruppen an den Messtagen konnte nicht

gezeigt werden. Über den Messzeitraum hinweg zeigen sich in der Laparotomiegruppe

Leukozytenzahlen unter dem Ausgangsniveau, mit einem Minimum des medianen

Leukozytenwertes am ersten postoperativen Tag. Die Leukozytenzahl in der

Laparoskopiegruppe steigt stetig, mit einem kleinen Rückgang der Zellzahl am dritten

postoperativen Tag, bis zum achten postoperativen Tag auf das 0,4-fache des Bezugswertes
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an. In der Handportgruppe kommt es postoperativ zu einem Rückgang der Lymphozyten im

Plasma unter das präoperative Ausgangsniveau wo sie bis zum achten postoperativen Tag

sistieren. Am achten postoperativen Tag steigt die Plasmazellzahl der Lymphozyten auf das

0,1-fache des Ausgangswertes leicht an.

3.3.3.3 Monozyten

Graphik 15: Verlauf der Monozytenzellzahl in der Laparotomie-, Laparoskopie- und Handportgruppe (Box

Plots: 25% Percentile, Median, 75% Percentile; X-Achse: prä op-präoperativ, post op-postoperativ, D1- erster

postoperativer Tag, D3- dritter postoperativer Tag, D8- achter postoperativer Tag)

Die Monozytenzahl verdoppelt sich postoperativ in der Laparoskopiegruppe (Graphik 15). In

der Handport- und Laparotomiegruppe kommt es postoperativ zum Rückgang der Monozyten

im Plasma unter das präoperative Level. Am ersten postoperativen Tag kommt es zu einem

Abfall der Monozyten im Plasma mit Annäherung an den Ausgangswert in der

Laparoskopiegruppe. In der Handport- und Laparotomiegruppe kommt es zu einem Anstieg

der Monozyten, der in der Handportgruppe das 0,27-fache des Ausgangswertes beträgt und

die doppelte Zellzahl zum Ausgangswert in Laparotomiegruppe aufweist. Die Monozytenzahl

im Plasma der Laparotomiegruppe fällt am dritten postoperativen Tag unter den Bezugspunkt

ab, die der Handportgruppe stagniert auf dem Vortagniveau und die der Laparoskopiegruppe

steigt leicht im Vergleich zum Vortag an. Am achten postoperativen Tag bleiben die

Monozytenwerte in der Laparotomie- und Handportgruppe annähernd auf dem Vortagniveau.

In der Laparoskopiegruppe kommt es zum Anstieg der Monozytenzellzahl auf das 1,3-fache
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des Ausgangswertes. Im Vergleich der Gruppen an den verschiedenen Datenerhebungstagen

sind keine signifikanten Unterschiede aufgetreten. Im postoperativen Verlauf zeigt sich in der

Laparotomiegruppe eine Monozytenzellzahl, die unter dem Ausgangsniveau liegt. Nur am

ersten postoperativen Tag kommt es zu einem Peak mit einer Monozytenpopulationszahl die

das Doppelte des Ausgangswertes beschreibt. In der Laparoskopiegruppe kommt es

postoperativ zu einer Zellzahlvermehrung, die am ersten postoperativen Tag bis an das

Ausgangsniveau heran abfällt. Über den dritten postoperativen Tag hinaus kommt es am

achten postoperativen Tag zu einem zweiten Peak in der Monozytenzahl der

Laparoskopiegruppe. Die Monozytenzahl der Handportgruppe fällt postoperativ unter das

Ausgangsniveau ab, bevor sie am ersten postoperativen Tag auf das 0,3-fache des

Ausgangswertes ansteigt und sich auf diesem Level bis zum achten postoperativen Tag hält.

3.3.4 Monozyten Subpopulationen

Eine grobe Einteilung der Monozyten kann anhand ihrer CD14 Expression vorgenommen

werden. Die Unterteilung erfolgt in CD14+/++ Monozyten und CD14- Monozyten.

3.3.4.1 CD14+/CD14++ Monozyten

Graphik 16: CD14+/++ Monozyten im Verlauf der Laparotomie-, Laparoskopie- und Handportgruppe(Box

Plots: 25% Percentile, Median, 75% Percentile; X-Achse: prä op-präoperativ, post op-postoperativ, D1- erster

postoperativer Tag, D3- dritter postoperativer Tag, D8- achter postoperativer Tag).
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Die Graphik 16 mit der Verlaufsdarstellung der CD14++/+ Monozyten wird im Text

beschrieben. Die CD14+/++ Monozyten steigen am stärksten postoperativ in der

Laparoskopiegruppe um Werte über das Dreifache des Ausgangswertes. Die

Laparotomiezellzahl der CD14+/++ Monozyten steigt um das 0,45-fache zum Ausgangswert

an. Postoperativ kommt es zu einer Zellzahlverminderung in der Handportgruppe um die

Hälfte der Ausgangszellzahl. Am ersten postoperativen Tag fällt die Zellzahl der

Laparoskopiegruppe, sie entspricht dem doppelten des Ausgangswertes. Die CD14+/++

Monozyten steigen im Plasma der Laparotomiegruppe und Handportgruppe an. Die

Laparotomiegruppe hat die höchste Zellzahl mit dem 1,5-fach erhöhtem Wert zum Basiswert.

Die Zellzahl der Handportgruppe ist auf das 0,6-fache des Basislevels angestiegen. Am dritten

postoperativen Tag kommt es zu keiner Veränderung des Zellzahllevels in der

Laparoskopiegruppe. In der Handport- und Laparotomiegruppe kommt es zu einem Abfall der

Zellen um das 0,1-fache unter den Bezugswert. Am achten postoperativen Tag fällt die

Zellzahl der CD14+/++ Monozyten in der Laparotomiegruppe weiter ab. In der

Laparoskopiegruppe kommt es zu einer stärkeren Zellvermehrung im Plasma als in der

Handportgruppe mit Werten über das 1,6-fache des Ausgangswertes. Signifikante

Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen konnten nicht festgestellt werden. Im Verlauf

der Laparotomiegruppe kommt es bis zum ersten postoperativen Tag zu einem Anstieg der

CD14+/++ Monozyten, die in den folgen Tagen bis unter das Ausgangsniveau abfallen.

Im Verlauf nach der Leberesektion zeigen sich in der Laparoskopiegruppe zwei Maxima an

CD14+/++ Monozyten im Plasma direkt postoperativ und am achten postoperativen Tag.

Dazwischen stellt sich ein Plateau ein mit einer Zellzahl, die dem doppelten des

Ausgangswertes entspricht. In der Handportgruppe kommt es postoperativ zu einem

erheblichen Abfall der Zellzahl im Plasma, gefolgt von einem Anstieg über das

Ausgangsniveau am ersten postoperativen Tag. Zum erneuten Rückgang der Zellzahl auf das

Ausgangsniveau kommt es am dritten postoperativen Tag. Final zeigt sich ein leichter Anstieg

der CD14+/++ Monozyten in der Handportgruppe.

3.3.4.2 CD14- Monozyten
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Graphik 17: CD14-- Monozyten im Verlauf in der Laparotomie-, Laparoskopie- und Handportgruppe (Box

Plots: 25% Percentile, Median, 75% Percentile; X-Achse: prä op-präoperativ, post op-postoperativ, D1- erster

postoperativer Tag, D3- dritter postoperativer Tag, D8- achter postoperativer Tag).

Die andere Subpopulation in Graphik 17 bilden die CD 14- Monozyten, die postoperativ in

der Laparoskopie- und Handportgruppe die präoperative Zellzahl beibehalten und in der

Laparotomiegruppe um das 0,2-fache des Ausgangslevels abfallen. Am ersten postoperativen

Tag bleibt die Zellzahl der CD14- Monozyten in allen Gruppen unter dem Ausgangsniveau.

Die höchste Zellzahl besteht in der Laparotomiegruppe. Am stärksten abgefallen mit der

geringsten Zellzahl ist die Handportgruppe. Der dritte postoperative Tag zeichnet sich durch

einen erheblichen Anstieg der Plasmazellzahl, um das doppelte in der Laparoskopiegruppe

und um das 0,5-fache des Ausgangswertes in der Handportgruppe, aus. Die geringste Zellzahl

weißt die Laparotomiegruppe auf, bei der die Zellzahl im Bereich der voran gegangenen

Messung liegt. Zu einem weiteren Anstieg der CD14- Monozyten auf das 1,3-fache des

Basiswertes kommt es am achten postoperativen Tag in der Handportgruppe. Im Gegensatz

dazu fällt die Zellzahl in der Laparoskopiegruppe leicht ab. Die CD14- Monozytenzahl der

Laparotomiegruppe weist nach wie vor kaum eine Veränderung auf und bleibt unter dem

Ausgangsniveau der Zellzahl. Statistisch kann kein Nachweis eines signifikanten

Unterschiedes zwischen den Operationsgruppen an den einzelnen Versuchstagen beschrieben

werden. Im Verlauf stellt sich in der Laparotomiegruppe über die Messtage hinweg annähernd

ein Zellzahlniveau ein, das unter dem Ausgangsniveau liegt. Die Zellzahlen in der Handport-

und Laparoskopiegruppe haben einen ähnlichen Verlauf. Direkt postoperativ kommt es zu
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keiner Veränderung. Am ersten postoperativen Tag fällt die Zellzahl in beiden Gruppen um

die Hälfte. Am dritten postoperativen Tag kommt es in beiden Gruppen zu einem erheblichen

Anstieg der CD14- Monozyten. Erst am achten postoperativen Tag kommt es zu einem

divergenten Kurvenverlauf. Die Zellzahl der Handportgruppe steigt, im Gegensatz dazu fällt

sie in der Laparoskopiegruppe.

3.3.5 Zusammenfassende Ergebnistabelle

Tabelle 2: K=konventionelle Laparotomie; L=Laparoskopie; H=Handport; ↑↑↑starker ↑↑mittlerer ↑leichter

Anstieg; ↓↓↓starker ↓↓mittlerer ↓leichter Abfall;  k.A.=keine Angabe

prä op post op D1 D3 D8Parameter

K L H K L H K L H K L H K L H
TNFα --- ↓↓↓ ↓↓↓ ↓↓↓ ↓↓↓ ↓↓↓ ↓↓↓ ↓↓↓ ↓↓ ↓↓↓ ↓↓↓ ↓↓↓ ↓↓↓
IL-6 --- ↓ ↑ ↓↓↓ ↓↓ ↑↑ ↑ ↓↓ ↑↑↑ ↑↑ ↓↓ ↑↑↑ ↓↓
IL-8 --- ↑ ↓↓ ↑↑↑ ↑↑↑ ↑ ↓↓ ↑↑↑ ↑ ↓ ↑↑ --- ↑↑↑
IFNγ --- ↓↓↓ ↓↓↓ ↓↓↓ --- ↑ ↓↓ ↓↓ ↓ ↓↓ --- ↓↓ ↓↓
MHCII

auf

Monozyten --- ↑↑↑ ↓ ↑ ↓↓ ↓↓ ↑↑ ↑↑↑ ↑↑↑ k.A. ↓↓ ↑↑ k.A:
auf CD14++

Monozyten --- ↑↑ k.A. ↑ ↓↓ ↑↑↑ ↑ ↑↑↑ ↑↑↑ k.A. ↑↑ ↑↑↑ k.A:
auf CD14++

MHCII+

Monozyten
--- --- k.A. --- ↓ ↓ --- ↑↑↑ ↑↑ ↓ ↑ ↑↑↑ ↓

auf CD14+

Monozyten --- --- k.A. ↓↓ ↓↓↓ ↓↓ ↑↑ ↓ ↑↑↑ ↑↑↑ ↓↓ ↓↓ k.A.
auf CD14+

MHCII+

Monozyten
--- ↑ ↑ ↓↓ ↑↑↑ ↑↑↑ ↑↑↑ ↑↑↑ ↑↑↑ ↓↓ ↑↑ ↑↑↑ ↓

Leukozyten --- --- ↑↑ --- ↑↑↑ ↑↑ ↑↑ ↑↑ --- ↓ --- ↑↑↑ ↑↑
Lymphozyten --- ↓ --- --- ↓↓ ↑ ↑↑ --- ↑ ↓ ↓↓ ↑↑ ↑
Monozyten --- ↓↓ ↑↑↑ ↓↓ ↑↑↑ ↑ ↑↑ ↓↓ ↑↑ ↑↑ ↓↓ ↑↑↑ ↓↓
CD14+Monos --- ↑↑ ↑↑↑ ↓↓ ↑↑↑ ↑↑↑ ↑↑↑ ↓ ↑↑↑ --- ↓↓ ↑↑↑ ↑↑
CD14-Monos --- ↓↓ --- --- ↓ ↓↓ ↓↓ ↓↓ ↑↑↑ ↑↑ ↓ ↑↑↑ ↑↑↑
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4. Diskussion

Nach abdominalchirurgischen Eingriffen wie der Leberteilresektion kann es zu einer

systemischen Inflammation dem SIRS oder auch direkt zu einer Immunparalyse kommen. Die

Folge einer solchen Dysbalance des Immunsystems sind postoperative Komplikationen wie

Mikrozirkulationsstörungen, einhergehend mit verschlechterter Gewebsregeneration und

Wundheilung, die durch erhöhte Infektanfälligkeit verstärkt werden. Der postoperative

Immunstatus des Patienten wirkt sich damit auf die Rekonvaleszenz aus, die bei einer

hervorgerufenen Immunparalyse jedoch in eine erhöhte Morbidität und Mortalität umschlägt.

Bei onkologischer Operationsindikation ist der Erhalt der Immunkompetenz von Bedeutung,

um die Inzidenz von Metastasen oder Rezidiven zu reduzieren. Um eine Verminderung der

Effektivität des Immunsystems zu verhindern, gibt es den Ansatz auf minimalinvasive

chirurgische Techniken zurückzugreifen, die die Homöostase des Abwehrsystems nicht aus

dem Gleichgewicht bringen. In tierexperimentellen und klinischen Studien konnte gezeigt

werden, dass laparoskopisch durchgeführte abdominelle Eingriffe Vorteile durch die

verminderte Suppression des Immunsystems, die dadurch resultierenden verminderten

postoperativen Komplikationen und damit verbunden die verminderte Liegedauer der

Patienten bieten (Jacobi 2002, Sietes 1999). Diese Vorteile sind gegen eine verlängerte

Operationszeit, einen erhöhten technischen Aufwand und eine verlängerte Anlernzeit des

Operateurs abzuwiegen. Bei den oben genannten Studien ist darauf hinzuweisen, dass auch

Daten vorliegen, die den Vorteil der laparoskopischen Technik gegenüber der konventionellen

nicht nachweisen konnten. Da nach heutiger Hypothese der Grad der postoperativen

Immunsuppression vom gesetzten Trauma abhängt, ist daraus abzuleiten, dass ein operatives

Verfahren bei dem es zu einer geringeren Gewebszerstörung kommt, der Vorzug geboten

werden sollte. Da der laparoskopische Zugangsweg die Kriterien der onkologischen Chirurgie

erfüllt, kann er bei Leberteilresektionen mit onkologischer Indikation eingesetzt werden.

Studien über die Durchführbarkeit des Verfahrens deuten auf einen Gewinn für den Patienten

hin (Giot 2002, Marino 2003, Cherqui 2000, Topal 2008). Der Laser mit Verwendung in der

LITT (Laser induzierte Thermotherapie) bei Lebermetastasen oder primären soliden

Lebertumoren ist in der Klinik etabliert (Bär NK 2003). Die Verwendung des Nd:YAG-

Lasers als Resektionsinstrument in der Leberchirurgie wurde an konventionell durchgeführten

Hepatektomien erprobt (Wu 1991, Joffe 1986). Dennoch findet der Laser in der

Leberchirurgie keinen Anklang. Relevant könnte sein Einsatz bei laparoskopischen

Leberresektionen werden, die zur Kontrolle der Resektionsebene durch bildgebende
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Verfahren wie dem offenen MRT unterstützt werden, um eine artefaktfreie Visualisierung zu

ermöglichen. Über die Auswirkungen des Lasers auf das Immunsystem sind nur wenige

Studien aus dem Bereich der Ophthalmologie bekannt, aus denen ein Erhalt der

Immunkompetenz nach dem Lasereinsatz ersichtlich wird (Lai 2000).

Basierend auf den oben genannten Annahmen ist eine Kombination der Techniken, Laser als

Resektionsinstrument und der laparoskopische Zugangsweg zur Leberresektion, eine viel

versprechende Lösung um die Immunkompetenz des Patienten zu wahren und gleichzeitig

optimale Resektionsergebnisse zu erlangen. Für laparoskopisch durchgeführte

Cholezystektomien, die Nissen Fundoduplicatio und zur Kolonresektion gibt es unzählige

Studien, die den postoperativen Verlauf des Immunstatus aufschlüsseln. Für die Kombination

Laser mit laparoskopischem oder Handport-assistiertem Zugangsweg für die

Leberteilresektion sind keine derzeitigen Studien bekannt, die den postoperativen Verlauf der

Immunkompetenz dokumentieren. Ziel der vorliegenden Arbeit am Tiermodell Schwein war

es zu klären, ob es nach der laparoskopisch durchgeführten Leberteilresektion zu einer

geringeren Immunsuppression gekommen ist als in der konventionellen oder der

laparoskopisch Handport-assistierten Methode. Dies konnte nur im Ansatz beobachtet

werden, da die MHC-II-Expression als ein Kriterium der Immunkompetenz in allen Gruppen

postoperativ erhalten war, jedoch stärker in der Laparoskopiegruppe. Bei den Stimulationen

trat in allen Gruppen ein Defizit der Sekretionskapazität auf, weniger stark ausgeprägt in der

Laparoskopiegruppe. Das Differentialblutbild mit den Leukozytensubpopulationen zeigt in

der Laparoskopiegruppe eine inflammatorische Situation, während es in den anderen Gruppen

zu einem Abfall der peripheren Lymphozytenzahlen kommt.

4.1 Schlussfolgerungen aus den Ergebnissen der operativen Parameter

Die Evaluierung der laserunterstützten laparoskopischen linkslateralen Leberresektion durch

unterschiedliche Zugangswege erfolgt nach Etablierung der Resektionstechnik mit dem Laser.

Da es bei der Etablierung der Technik beim Einsatz des Pringle-Manövers zu Verletzungen

der Milz und des Darms gekommen ist und die Perfusion zur Leber nur unzulänglich

unterbunden wurde, ist im Hauptversuch auf das Pringle-Manöver verzichtet worden. Durch

das Pringle-Manöver hätten Ischämie-Reperfusionsschäden entstehen können (Scatton 2004),

die zu einer vermehrten Aktivierung des Immunsystems geführt hätten, so dass ein Verzicht

auf das Manövers auch hinsichtlich der Immunparametermessung sinnvoll erschien. Das

Ausmaß des gesetzten Traumas und damit die Größe des Eingriffs soll anhand der Dauer, der

Größe des Resektats und des Blutverlustes während des Eingriffs eingeschätzt werden, um
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Rückschlüsse auf den Grad der Aktivierung des Immunsystems zu ziehen. Signifikante

Unterschiede in der Gesamtoperationsdauer, dem Blutverlust oder dem Resektatgewicht

lassen sich zwischen den Gruppen nicht feststellen. Auf Grund seiner Komplexität dauert der

laparoskopische Eingriff mit Abstand am längsten, da die Darstellbarkeit der Dissektionslinie

und die Fixierung des linkslateralen Leberlappens durch atraumatische Zangen erschwert ist.

Bei zu starkem Druck auf das Gewebe kommt es zu diffusen Blutungen, wohingegen bei zu

leichtem Druck der Leberlappen aus dem Greifinstrument entgleitet. Zudem ist der

Blutverlust in dieser Gruppe am höchsten, durch die erschwerte Blutstillungsversorgung der

venösen Gefäße, die oft tangential durch den Laser eröffnet werden, da die Gefäßwände sich

visuell schlecht vom Parenchym abgrenzen lassen. Die Versorgung mittels Clips bei stärkeren

Blutungen oder bei leichten Blutungen mittels Laser ist zeitaufwändiger als die Umstechung

während der konventionellen Resektion. Daher ist der geringere Blutverlust in der

Laparotomie- und Handportgruppe zu erklären. Dies entspricht nicht den Erfahrungen von

vorangegangenen laparoskopisch vs. konventionell durchgeführten Leberresektionen, die

einen verminderten Blutverlust bei der laparoskopischen Resektion angeben (Shimada 2000,

Morino 2003, Topal 2008). Allerdings wird in beiden Studien nicht mit einem Laser reseziert.

Bei der Operationsdauer werden keine Unterschiede sichtbar bei Morino et al. Dies deckt sich

nicht mit den Ergebnissen dieser Studie, bei der die laparoskopische Operationsdauer über der

Handport-assistierten und der konventionellen liegt. Die ermittelte Resektionszeit der

Handport-assistierten Leberresektion gleicht den Zeiten anderer Operateure (Robies 2006,

Robies 2008). Die Handport-assistierte Leberresektion hat die kürzesten Operationszeiten mit

geringem Blutverlust, was durch eine gute Kontrolle des Leberlappens bei der Resektion,

optimale Präsentation der Resektionsebene und digitale Kompression von Blutungen durch

den freien Zugang zum Gewebe durch den Port an der ipsilateralen Seite ermöglicht wird. Die

zügige Blutstillung beschleunigt den Resektionsvorgang, der durch Erwärmung und

Ermüdung der intraabdominell befindlichen Operationshand unterbrochen werden musste.

Bezüglich des Resektatgewichts gibt es keine Unterschiede zwischen der laparoskopisch und

Handport-assistierten linkslateralen Leberteilresektion, so dass die Zugangswege keinen

Einfluss auf die Ausdehnung des Resektats haben. Vielmehr ist die Lage des zu resezierenden

Segmentes oder Lappens die Herausforderung.

4.2 Schlussfolgerungen aus den Ergebnissen der klinischen Parameter

In allen Gruppen traten Tiere mit Fieberschüben auf, besonders am ersten postoperativen Tag.

In der Laparoskopie- sowie Handportgruppe kam es verstärkt zur Fieberentwicklung im
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Verlauf der gesamten acht postoperativen Tage. Vergleicht man die MHC-II-Expression und

die Zellzahl der CD14+ Monozytensubpopulationen im postoperativen Verlauf der fiebrigen

Tiere mit den Tagen mit normaler Körpertemperatur, so fällt auf, dass an den Tagen mit

Fieber die MHC-II-Expression der CD14++ Monozyten sowie die Zellzahl der MHC-II+

Monozyten, CD14++ Monozyten und MHC-II+CD14++ Monozyten sinkt. Eine

Verschiebung zur CD14+ Monozytenpopulation, wie sie beispielsweise bei Patienten mit

Sepsis auftritt, kann nicht eindeutig erkannt werden. Die Beobachtung des Abfalls der

CD14++ Monozyten besonders bei Auftreten von Fieber als Zeichen einer systemischen

Reaktion und innerhalb von 24 h nach dem Eingriff geht konform mit den Beobachtungen

anderer Studien (Fingerle 1993, Wakefield 1993). Wie auch bei Cheadle at al. besteht eine

Verbindung zwischen dem MHC-II-Abfall auf Monozyten und den klinischen Anzeichen

einer Inflammation (Cheadle 1991).

4.3 Schlussfolgerung aus den Ergebnissen der Mediatorensekretion nach

Stimulation mit LPS, Con A und PHA

In dieser Studie wird die ex vivo Reaktion von Leukozyten auf die Stimulation mit Con A,

LPS oder PHA als Methode verwendet, um die immunologische Konsequenz der

unterschiedlichen Zugangswege bei der Leberteilresektion zu untersuchen. Es besteht ein

allgemeiner Konsens darüber, dass durch die Kapazität Zytokine zu produzieren, nach Zugabe

von Immunmodulatoren im Vollblutansatz eine transiente Immunparalyse erfasst werden

kann.

In der Routine wird beim Menschen erfolgreich Con A zur Stimulation der

Interleukinsekretion von T-Zellen verwendet. In dieser Studie kann nach der ex vivo

Stimulation von T-Lymphozyten im Vollblut mit 100μg/ml Con A keine Sekretion von

Mediatoren nachgewiesen werden. Der ELISA wurde wiederholt, um einen Verfahrensfehler

auszuschließen, mit dem gleichen Ergebnis. Da die Stimulationsansätze an verschiedenen

Tagen immer wieder neu angesetzt wurden, ist ein Fehler beim Pipettieren unwahrscheinlich.

Das verwendete Con A stammt aus einer Charge und wurde auch in anderen Projekten ohne

Wirkungseinbußen verwendetet. Anzunehmen ist, dass Con A keinen adäquaten Reiz für die

Ausschüttung von Zytokinen bei Schweinen darstellt.

TNFα tritt in der frühen Phase der Immunantwort auf, und wird überwiegend aus Monozyten

und Makrophgen sezerniert. Das LPS kann durch Interaktion mit dem CD14 auf Monozyten
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die Ausschüttung von Zytokinen induzieren. Bekannt ist, dass es bei Sepsis-Patienten nach

Traumen oder großen chirurgischen Eingriffen bei Monozyten nach LPS-Stimulation zu einer

verminderten Kapazität kommt, TNFα, IL-1α, IL-1β, IL-6 und IL-10 zu sezernieren (Randow

1995, Kiel 1996, Ertel 1995). Zu differenzieren sind bei der inflammatorischen Reaktion zwei

Kompartimente, die lokale Entzündungsumgebung des Gewebes mit aktivierten

ortsansässigen Makrophagen und die Monozyten im Blutstrom. Während es nach Traumen

oder bei Sepsis zu einer Hyporeaktivität der Leukozyten im Blut kommt, sind

Gewebsmakrophagen sensitiviert und sezernieren nach Stimulation mehr Zytokine (Cavaillon

2001). Da in anderen Studien nach in vitro Stimulation von PBMC mit LPS nach 4 h

Stimulation die höchsten Werte gemessen worden sind, wird dieses Konzept übernommen

(Jacobi 1998, Cagiola 2006). Postoperativ sinkt in diesem Versuch in allen Gruppen die

Sekretion von TNFα, wobei die Zahl der Monozyten in der Laparotomie- und

Handportgruppe auch sinkt und in der Laparoskopiegruppe steigt. Der Anstieg der Monozyten

im peripheren Blut bei gleichzeitig verminderter Kapazität TNFα zu sezernieren kann auf eine

Immunsuppression hinweisen. Bei dem Stimulationsansatz mit 5000 ng/ml LPS sinkt die

TNFα-Ausschüttung am geringsten im postoperativen Verlauf der Laparoskopiegruppe. Es

zeigt sich eine verminderte LPS-Stimulierbarkeit der Zellen in der Vollblutprobe. Im

5000ng/ml stimulierten Vollblut besteht ein signifikanter Unterschied bei laparotomierten

Tieren zwischen der präoperativen und postoperativen TNFα-Sekretion. Bei der

laparoskopischen Leberteilresektion fällt die TNFα-Ausschüttung signifikant im Vergleich

zum präoperativen Wert direkt postoperativ und am achten postoperativen Tag ab. In einem

Vergleich der postoperativen Inflammation zwischen konventioneller Laparotomie und

Laparoskopie im Peritonitis-Mäusemodel zeigt sich auch postoperativ nach Stimulation der

PBMCs mit 100ng/ml LPS ein Abfall der TNFα-Sekretion in allen Gruppen (Jacobi 1998).

Wie im vorliegenden Leberresektionsmodell bleibt die TNFα-Sekretion über den

Beobachtungszeitraum von sieben Tagen erniedrigt. Im Peritonitis-Mausmodell zeigt sich

eine postoperative signifikant verminderte TNFα-Ausschüttung in der Laparotomiegruppe,

die sich im Vergleich zu den anderen Gruppen schneller regeneriert (Jacobi 1998). Diverse

Studien zeigen eine verminderte postoperative TNFα-Sekretion nach LPS-Stimulation

(Kumpf 2006, Flohé 2004, Kawasaki 2001, Haupt 1998). Die gewonnenen Ergebnisse der

Leberteilresektion mit dem Laser weisen auf eine verminderte Sekretionssuppression des

TNFα in der Laparoskopiegruppe hin, die damit die frühe Abwehrreaktion des Körpers

weniger hemmt. Die verminderte präoperative Sekretion von proinflammatorischem TNFα

nach LPS-Stimulation bei einigen Tieren kann bei den Schweinen durch eine vorangegangene
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LPS-Sensibilisierung hervorgerufen worden sein. Da die Tiere aus unterschiedlichen

Haltungen kommen, sind sie dementsprechend unterschiedlichen Keimspektren ausgesetzt

und reagieren unterschiedlich auf die LPS-Provokation. Bei dem Phänomen der LPS-

Desensibilisierung oder auch LPS-Toleranz genannt, kommt es nach vorangegangenem LPS-

Kontakt bei der zweiten LPS-Herausforderung zu einer verminderten Aktivierung der

Monozyten. Die LPS-Toleranz konnte auch im Schweinemodell nachgewiesen werden

(Cagiola 2006). Die ex vivo TNFα-Sekretion korreliert mit der MHC-II-Expression auf

Monozyten (Randow 1995, Wolk 2000, Höflich 2002). Eine verminderte TNFα-Sekretion

führt zu einer verminderten MHC-II-Expression (Wolk 2000, Höflich 2002). Anhand der

noch am stärksten ausgebildeten TNFα-Sekretion in der Laparoskopiegruppe müsste auch die

MHC-II-Expression am stärksten in der Laparoskopiegruppe ausgeprägt sein. Dies kann auch

in dieser Studie beobachtet werden. Eine direkte Korrelation zwischen der TNFα-Sekretion

und der MHC-II-Expression an den Versuchstagen ist in dieser Studie nicht ersichtlich.

IL-6, das auch in der frühen Phase der Inflammation gebildet wird, induziert in der Leber die

Freisetzung von Akut-Phase-Proteinen und ist wichtig für die Leberregeneration (Fujita

2001). Die IL-6-Plasmakonzentration korreliert mit der Operationsdauer und dem

intraoperativen Blutverlust (Kimura 2006). Mit der Annahme, dass bei nicht stimulierbaren

Zellen mit LPS bei der TNFα-Bestimmung eine LPS-Toleranz vorliegt, zeigt diese keine

Auswirkung auf die IL-6-Sekretion. Die IL-6-Sekretion der Monozyten der

Laparotomiegruppe fällt am geringsten aus und regeneriert sich auch während der

postoperativen Phase nicht. In der mit 5000 ng LPS/ml stimulierten Versuchsreihe regeneriert

sich postoperativ die IL-6-Sekretion in der Laparoskpiegruppe am schnellsten und es kommt

zu einer vermehrten Sekretion. Auch aus der IL-6-Stimulationsmessung lässt sich deuten, dass

es postoperativ in der Laparoskopiegruppe im Gegensatz zu den anderen Gruppen nicht zu

einer Suppression gekommen ist. Im Gegenteil steigt die IL-6-Sekretion im postoperativen

Verlauf immer weiter über das Ausgangslevel an. Da IL-6 für die Leberregeneration eine

wichtige Rolle spielt, zeigt sich hier ein Vorteil des laparoskopischen Zuganges gegenüber

den anderen, da die Monozyten nicht in ihrer IL-6-Sekretion gehemmt sind. Auf der anderen

Seite zeigt es eine ansteigende Aktivierung und Sensibilisierung des Immunsystems mit der

Folge der vermehrten Freisetzungsmöglichkeit von Akut-Phase Proteinen. Die Ergebnisse von

Haupt et al. und Kumpf et al. zeigen eine postoperative Verminderung der LPS induzierten

IL-6-Sekretion, welche zu den Beobachtungen dieser Studie in der Laparotomie- und

Handportgruppe passt (Haupt 1998, Kumpf 2006). In den erwähnten Studien wurden größere
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chirurgische Eingriffe durchgeführt. In der Handportgruppe zeigt sich postoperativ eine

ausgeprägte Hemmung der IL-6-Sekretion, die sich im Verlauf aufhebt.

IL-8 wird in der frühen Immunantwort von Monozyten gebildet und dient als chemotaktischer

Faktor. Beim Menschen kann eine in vitro IL-8-Sekretion durch Makrophagen nach der Gabe

von 0,001 ng LPS/ml nachgewiesen werden (Zhong 1993). Nach großen Traumen sinkt die

IL-8-Sekretion nach LPS-Stimulation (Keel 1996), dies zeigt sich nach der Leberteilresekton

nicht. Die IL-8-Sekretion im 5000ng LPS/ml Ansatz hat einen postoperativen Anstieg in der

Laparotomie- und an vereinzelten Tagen in der Handportgruppe. Die IL-8-Sekretion in der

Laparoskopiegruppe ist am geringsten. Diese Beobachtung steht im Gegensatz zu denen der

vorangegangenen proinflammatorischen Interleukinsekretionen, die am wenigsten in der

Laparoskopiegruppe beeinträchtigt sind. Die höchste IL-8-Sekretion ist am ersten

postoperativen Tag gemessen. Da die Bauchwandläsion bei der Laparotomie wie beim Hand-

assistierten laparoskopischen Zugang größer ist, könnten die Monozyten in diesen Gruppen

stärker durch das Trauma sensibilisiert worden sein, das chemotaktisch aktive IL-8 zu

sezernieren als Monozyten der Laparoskopiegruppe.

Bei der PHA-Stimulation des Vollbluts werden besonders die T-Zellen angeregt IFNγ

freizusetzen (Muret 2000). IFNγ als proinflammatorisches Zytokin kann die LPS induzierte

Toleranzentwicklung der Monozyten aufheben (Höflich 2002). Es liegen Studien vor, in

denen es nach größeren Verletzungen zu einer verminderten Fähigkeit der peripheren

Monozyten kommt Zytokine freizusetzen (Faist 1986). Bei jüngeren 6 Monate alten

Schweinen konnte eine verminderte Zellzahl an IFNγ produzierenden Zellen und eine

verminderte Produktionskapazität ermittelt werden (Rodríguez-Carreño 2002). In diesem

Versuch zeigt sich bei der PHA-Stimulierung mit 20 μg PHA/ml im Vollblutansatz 1:2 mit

Medium verdünnt eine postoperative Verminderung der IFNγ-Sekretion in allen Gruppen. Die

Sekretionsraten der Laparoskopiegruppe sind im postoperativen Verlauf noch am höchsten

von allen, besonders am ersten postoperativen Tag kommt es zu einer stärkeren Sekretion, die

im Verlauf wieder abnimmt. Ein signifikanter Unterschied besteht zwischen der direkt

postoperativen und am ersten postoperativen Tag gemessenen IFNγ-Sekretion. Der Verlauf

der IFNγ-Sekretion in der Laparotomiegruppe gestaltet sich ähnlich, nur sind die

Sekretionsraten geringer. In der Handportgruppe kommt es postoperativ nur langsam zur

Regeneration. Aus diesen Ergebnissen lässt sich eine postoperative Immunsuppression durch

die chirurgische Intervention ableiten. Die schnellste Regeneration zeigt sich in der
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Laparoskopiegruppe, die Sekretionsraten sind zum präoperativen Status noch angestiegen.

Durch den chirurgischen Eingriff kann es zu einer Sensibilisierung der Zellen der

Laparoskopiegruppe gekommen sein, die durch die erneute Stimulation mehr IFNγ

sezernieren.

Das antiinflammatorische Interleukin 10, das durch proinflammatorische Interleukine

induziert wird, führt zu einer Down-Regulierung der MHC-II-Moleküle auf der Oberfläche

der Monozyten und ist bei der Ausbildung der LPS-Toleranz beteiligt (Cavaillon 1994,

Randow 1995, Höflich 2002). Die Stimulation mit LPS führt zu keiner Sekretion von IL-10

bei dieser Studie. Nach größeren orthopädischen Eingriffen konnte direkt postoperativ keine

Veränderung in der IL-10 Ausschüttung nach LPS-Vollblutstimulation beobachtet werden

(Reikeraas 2007, Reikeraas 2005). Es zeigt sich im Verlauf am sechsten postoperativen Tag

eine Verminderung der IL-10-Sekretion (Reikeraas 2005). Auch beim Schwein zeigen sich

positive Reaktion auf die LPS-Stimulation bezüglich der IL-10-Sekretion, so dass das

Ergebnis dieser Studie nicht auf eine generelle Stimulationsunfähigkeit durch LPS zur IL-10

Sekretion beim Schwein zurückzuführen ist (Pappaterra 2000). In der Studie von Pappaterra

et al. sind die Zellen wie bei der vorliegenden Studie auch mit 5000 ng LPS/ml stimuliert

worden.

4.4 Schlussfolgerung aus den Ergebnissen der MHC-II-Expression

Chirurgische Eingriffe werden als immunsuppressiv betrachtet, dabei korreliert das Level der

MHC-II -Expression auf PBMC mit der Mortalität nach einem Trauma und der Morbidität bei

Sepsis/SIRS (Hershman 1990, Wakefield 1993, Lekkou 2004). In diversen Studien wird ein

Abfall der MHC-II-Dichte auf Monozyten nach dem chirurgischen Eingriff beschrieben

(Cheadle 1991, Guillou 1993, Haupt 1998, Kawasaki 2001). Bei dem laparoskopischen

Zugangsweg sind die MHC-II-Werte weniger stark gesunken als bei Laparotomien (Jacobi

2002). Dagegen gibt es Studien, in denen sich kein Unterschied im MHC-II-Level zwischen

der offenen und der laparoskopischen Chirurgie zeigt (Klava 1997, Hewitt 1998, Tang 2001).

In diesem Projekt steigt die MHC-II-Dichte auf Monozyten postoperativ in den Gruppen an,

ihr Abfall wird erst am ersten postoperativen Tag beobachtet. Zum dritten postoperativen Tag

steigt die MHC-II-Moleküldichte wieder an. Ein signifikanter Unterschied kann zwischen

dem ersten und dritten postoperativen Tag in der Laparotomiegruppe ermittelt werden. In der

Gruppe mit dem laparoskopische Zugangsweg kommt es schneller zu einer Regeneration der
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MHC-II-Dichte auf den Monozyten. Die ex vivo TNFα Sekretion korreliert mit MHC-II-

Expression auf Monozyten (Höflich 2002). Diese Korrelation kann in der vorliegenden Studie

nicht beobachtet werden. Es kann nur auf eine am stärksten ausgebildetste TNFα-Sekretion in

der Laparoskopiegruppe und eine sich am schnellsten erholende MHC-II-Dichte in der

Laparoskopiegruppe hingewiesen werden. In anderen Studien zeigt sich am ersten

postoperativen Tag ein signifikanter Abfall der MHC-II-Expression bei konventionellen

Interventionen, während bei laparoskopischen Eingriffen die MHC-II-Dichte nicht beeinflusst

ist (Klostermann 1994, Brune 1998). Nach größeren abdominell chirurgischen Eingriffen

kann eine Reduktion des MHC-II auf CD14+ Monozyten am ersten postoperativen Tag

beobachtet werden, die sich anders als bei der Leberteilresektion mit dem Laser erst nach dem

zehnten postoperativen Tag auf das Ausgangsniveau normalisiert (Wakefield 1993).

Die CD14 positiven Monozyten können in Subpopulationen untergliedert werden. Die

regulären Monozyten exprimieren verstärkt den LPS-Rezeptor das CD14 an ihrer Oberfläche,

sie sind damit auf die Erkennung und Eliminierung von Pathogenen spezialisiert und treten in

der frühen Entzündungsreaktion auf. Die als gereift bezeichneten Monozyten sind schwach

CD14+ und stark CD16+. Sie zeigen Eigenschaften von aktivierten Zellen, wie eine erhöhte

MHC-II-Dichte, die Ausbildung von ICAMs, und die Sekretion von proinflammatorischen

Mediatoren (Ziegler-Heitbrock 1993 u 2007, Almeida 2001). Mit LPS stimuliert fehlt ihnen

die Fähigkeit, größere Mengen an IL-10 zu produzieren. Obwohl sie im peripheren Blut

zirkulieren, werden sie auf Grund ihrer Fähigkeiten mit Makrophagen verglichen. Bei

kardiochirurgischen Eingriffen hat sich ergeben, dass der Anstieg der CD14+

Monozytenpopulation mit postinterventionellen Komplikationen einhergeht (Fingerle 1998).

Bei septischen Patienten ist eine Populationsdrift zu CD14+CD16+ Monozyten erkannt

worden (Fingerle 1993, Fingerle 2007). Nach Gastrektomien zeigt sich postoperativ eine

Abnahme der CD14 Moleküle auf Monozyten, die sich ab dem ersten postoperativen Tag in

eine stetig steigende CD14 Dichte umwandelte (Kawasaki 2001). Auch bei Schweinen ist die

CD14+ CD16+ Subpopulation definiert worden (Sánchez 1999, Chamorro 2005).

Die MHC-II-Moleküldichte auf den gesamten CD14++ Monozyten zeigt postoperativ keine

Verminderung. Im Gegenteil die MHC-II-Expression ist auf CD14++ Monozyten ab dem

ersten postoperativen Tag in der Laparoskopiegruppe und schwächer in der

Laparotomiegruppe angestiegen.

Die MHC-II-Expression auf den gesamten CD14+ Monozyten zeigt postoperativ keine

Veränderung. Sie steigt am ersten postoperativen Tag in der Handportgruppe und am dritten

Tag in der Laparoskopie- und Handportgruppe zum Ausgangswert leicht an.
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Die MHC-II-Dichte auf MHC-II+CD14+ Monozyten sinkt postoperativ in der

Handportgruppe und in den anderen steigt sie.

Direkt nach dem chirurgischen Eingriff treten kaum Veränderungen in der MHC-II-Dichte auf

Monozyten oder MHC-II+CD14++ Monozyten auf. In diesem Zeitfenster tritt nur in der

Handportgruppe ein Abfall der MHC-II-Moleküle der MHC-II+CD14+ Monozyten auf. Eine

Drift zu CD14+MHC-II++ Zellen wird in keiner Versuchsgruppe beobachtet. Diese

Ergebnisse weisen darauf hin, dass es postoperativ in Bezug auf die MHC-II-Expression auf

CD14+/CD14++ Monozyten zu keiner Immunsuppression kommt. Dies steht im Gegensatz

zu den Beobachtungen aus den oben genannten Studien. Verwunderlich ist die Abnahme der

MHC-II-Moleküle auf den CD14+ Monozyten, da diese Zellpopulation als reife Monozyten

ihre MHC-II-Moleküle eher hoch reguliert. Im postoperativen Verlauf ist auffällig, dass es bei

laparoskopierten Tieren zu einer stetigen Zunahme der MHC-II-Dichte auf CD14++

Monozyten über das Ausgangsniveau kommt. Gleichsinnig steigt gering die Anzahl der

MHC-II+CD14++ Monozyten und stärker das MHC-II auf dieser Zellpopulation. Der

laparoskopische Zugangsweg scheint eher stimulierend zu wirken mit Vermehrung der MHC-

II+CD14++ Zellen mit verstärkter Fähigkeit pathogene Bestandteile zu präsentieren. Damit

können die nachfolgenden Zellen des spezifischen Immunsystems wie B-Zellen und T-

Helferzellen effizienter aktiviert werden. Diese Beobachtung kann mit den oben erwähnten

Studien nicht geteilt werden, da bei allen Studien im postoperativen Verlauf die MHC-II-

Expression unter dem präoperativen Ausgangswert liegt und sich im Verlauf nur verhalten

regeneriert. Eine vollständige Rückkehr zum Ausgangslevel wird in diesen Studien erst ab

dem achten bis zehnten Tag beobachtet.

Bei der CD14+ Zellpopulation kommt es im postoperativen Verlauf nach der

Leberteilresektion in der Handportgruppe zu einem Anstieg des MHC-II auf CD14+ und

MHC-II+CD14+ Monozyten am ersten postoperativen Tag. Dem gegenüber steht eine

Zunahme der MHC II+CD14+ Monozyten mit gleichzeitiger Abnahme der MHC-II-Moleküle

in der Handportgruppe. Bei den anderen Gruppen sinkt die Anzahl der MHC-II+CD14+

Zellen und ihr exprimiertes MHC-II steigt. Den Anstieg der MHC-II-Dichte auf den MHC-

II+CD14+ Zellen in der Laparoskopiegruppe und Laparotomiegruppe und deren Abfall im

peripheren Blut, kann man so deuten, dass diese als gereifte Monozyten anzusehenden Zellen

aktiviert werden und ins inflammatorische Gewebe einwandern. Da eine Drift zur CD14+

Monozytensubpopulation bei Patienten mit Sepsis beobachtet wird und dies mit einer hohen

Komplikationsrate bis Mortalität einhergeht (Fingerle 2007), kann die Vermehrung der

CD14+ Monozyten, die zudem noch die MHC-II-Oberflächenproteine herrunterregulieren, als
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Zeichen einer verminderten Immunkompetenz gedeutet werden. Da bei den

Stimulationsansätzen kaum IL-10 sezerniert wird, und die CD14+ Monozyten vermindert IL-

10 sezernieren, passt das Zytokinmuster zu der vorliegenden Zellpopulation.

4.5 Schlussfolgerung aus den Ergebnissen der Zellpopulationsbestimmung

Bei den Leukozytensubpopulationen zeigt sich postoperativ ein Abfall der Leukozyten,

Lymphozyten und Monozyten in der Laparotomie- und Handportgruppe. Dagegen steigen die

Zellzahlen in der Laparoskopiegruppe über das Ausgangsniveau an, besonders die der

Monozyten. Am ersten postoperativen Tag kommt es zu einem Anstieg der

Leukozytenzellzahl in allen Gruppen, bedingt durch eine Zunahme der Monozyten im Blut,

ein Hinweis auf eine systemische inflammatorische Reaktion. In der Handportgruppe konnte

ein signifikanter Unterschied zwischen der Leukozytenzellzahl am ersten postoperativen Tag

und am dritten postoperativen Tag gemessen werden. Im restlichen Verlauf steigt die Anzahl

der Lymphozyten und Monozyten weiter in der Laparoskopiegruppe und weniger stark in der

Handportgruppe. Die Zellzahlen der Leukozyten, Lymphozyten und Monozyten bei

laparotomierten Schweinen sinken unter das Ausgangsniveau. Es ist bekannt, dass es nach

konventionellen offenen Eingriffen zu einer drei bis sieben Tage andauernden

Immunsuppression mit einer eingeschränkten Lymphozytenproliferation kommen kann. Wo

et al. haben bei Kolonkarzinom-Patienten, die eine laparoskopisch durchgeführte Resektion

erhalten haben, beobachtet, dass sich die Leukozytenzellzahlen und deren Subpopulationen

schneller erholen als bei konventionell durchgeführten Kolonresektionen (Wu 2003). In der

vorliegenden Studie zeigt sich in der Laparoskopiegruppe durch die über dem Ausgangslevel

liegenden Leukozytenzellzahlen, Monozytenzellzahlen und Lymphozytenzellzahlen eine eher

inflammatorische als eine hypoinflammatorische Reaktion. Bei einem Vergleich von

chirurgischen Eingriffen zeigt sich am ersten postoperativen Tag ein signifikanter Abfall der

Lymphozytenzellzahl, ausgeprägter bei größeren offenen Eingriffen (Lennard 1985, Hamid

1884). In der vorliegenden Studie kann ein Abfall der Lymphozyten in der Laparotomie- und

Handportgruppe unter das Ausgangsniveau beobachtet werden, in der Laparoskopiegruppe

steigt die Lymphozytenzellzahl aber über das Ausgangsniveau an. Der postoperative Abfall

der Leukozyten im peripheren Blut könnte durch das Einwandern der Zellen ins

inflammatorische Gewebe zustande kommen und durch eine Proliferationshemmung würden

die Lymphozytenzahlen im postoperativen Verlauf weiterhin gering bleiben. Dies scheint am

ausgeprägtesten in der Laparotomie- und Handportgruppe zu sein, die Zugangswege mit den

größten Bauchwandläsionen. Das durch den laparoskopischen Eingriff hervorgerufene
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Zytokinmilieu hat zu einer Vermehrung der Zellzahlen geführt. Durch die Tendenz der

Abnahme der Leukozyten, Monozyten und Lymphozyten im Blut der laparotomierten Tiere

kann es zu einer durch den Eingriff induzierten transienten Immunsuppression im

postoperativen Verlauf gekommen sein.

Bei den Monozytensubpopulationen zeigt sich beim postoperativen Verlauf der

CD14+/CD14++ Monozyten ein mit dem der Monozytenzahl vergleichbarer Verlauf, was

bedeutet, dass sie die Hauptpopulation der Monozyten darstellen. Die CD14- Monozyten der

Laparoskopie und Handportgruppe steigen zum dritten und achten postoperativen Tag leicht

über das Ausgangsniveau an. In der anderen Zeit liegen die Zellzahlen um den Ausgangswert.

4.6 Beurteilung

Diese Studie kann eine differente systemische Aktivierung des Immunsystems durch die

verschiedenen Zugangswege aufzeigen, wenngleich dies nicht statistisch unterlegt werden

kann. Auch wenn die Sekretion von TNFα, IL-6 und IFNγ nach ex vivo Stimulation durch

Immunmodulatoren supprimiert war, zeigt die MHC-II-Expression im Gegensatz dazu

postoperativ keine Verminderung. Die Leukozytensubpopulationen zeigen direkt postoperativ

in der Handportgruppe und der konventionell operierten Gruppe ein Abfall der Zellzahl, die

sich schon am ersten postoperativen Tag wieder regeneriert hat. Der Zellzahlabfall stellt somit

mehr eine Umlagerung des Leukozytenpools in ein anderes Kompartiment dar als eine

generelle Immunparalyse. Von der Beobachtung einer transienten Immunparalyse nach den

chirurgischen Eingriffen unabhängig vom Zugangsweg wird abgesehen, da in anderen Studien

deutlichere Anzeichen beobachtet werden. Zu diesen Zeichen gehören eine MHC-II-

Expressionsabnahme, zusammen mit einer Kapazitätsabnahme Interleukine nach ex vivo

Stimulation von Immunzellen zu sezernieren, und das Auftreten von abfallenden

Leukozytenpopulationszahlen über einen Zeitraum von 7-10 Tagen nach dem Eingriff

(Randow 1995, Jacobi 1998, Höflich 2002, Kawasaki 2001, Wu 2003). Trotz des nur

geringen Bauchwandtraumas durch die Stichinzisionen zum Einbringen der Trokare ins

Abdomen für die Instrumente beim laparoskopischen Zugangsweg liegen hier die längsten

Operationszeiten und der höchste Blutverlust vor, was auf eine erhöhte Aktivierung des

Immunsystems oder gegenteilig auf eine Immunparalyse hindeutet, mit der Folge der

Verminderung der MHC-II-Moleküle auf Monozyten. Diese Korrelation kann in der

vorliegenden Studie nicht gezeigt werden. Es kommt in allen Gruppen am ersten

postoperativen Tag zu einem leichten Abfall der MHC-II-Moleküle, dennoch steigt die MHC-



Diskussion Seite 88

II-Dichte auf Monozyten am schnellsten und stärksten in der Laparoskopiegruppe an. Bei der

MHC-II-Expression auf CD14+/CD14++ Monozyten zeigt sich kein Abfall der Dichte nach

der Leberteilresektion. Eine Drift zu CD14+ Monozyten kann nicht beobachtet werden. Die

TNFα-, IL-6- und IFNγ-Sekretion ist in der Laparoskopiegruppe im postoperativen Verlauf

am wenigsten vermindert. Es kann davon ausgegangen werden, dass die Effektivität des

Immunsystems durch den laparoskopischen Zugang nicht vermindert wird. Die Leukozyten,

Lymphozyten, Monozyten und Granulozyten bleiben direkt postoperativ in der

Laparoskopiegruppe um den Ausgangswert und steigen im postoperativen Verlauf an. Die

CD14+/CD14++ Monozyten zeigen postoperativ kaum eine Veränderung und die CD14-

Monozyten steigen in der Laparoskopiegruppe. Direkt postoperativ fallen die B-Zellen in der

Laparoskopiegruppe. Sie regenerieren sich am ersten postoperativen Tag wieder und steigen

stetig an. Die T-Zellen sind durch den Eingriff kaum beeinflusst worden. Auch die

Beobachtungen der Zellpopulationen weisen auf keine Immunsuppression in dieser Gruppe

hin. Durch den Anstieg der Leukozyten wird deutlich, dass der Eingriff eine systemische

Inflammation ausgelöst hat, die aber von immunkompetenten Zellen vermittelt wird. Ein

postoperativer Anstieg der Leukozyten und Granulozyten kann auch in anderen Studien

beobachtet werden, nur dass es bei konventionellen Eingriffen zu dieser Reaktion kommt

(Vittimberga 1998, Lennard 1995). Anscheinend haben die längere Operationszeit und der

höhere Blutverlust in dieser Gruppe die Lymphozytenproliferation angeregt. Eine eindeutige

Überlegenheit des laparoskopischen Zugangsweges bezüglich des Erhaltes der

Immunkompetenz zur Leberteilresektion kann durch die ermittelten Daten nicht gezeigt

werden. Der Handport-assistierte Eingriff, der eine Zwischenstellung einnimmt, überrascht

durch kurze Eingriffszeiten mit geringem Blutverlust, doch die Läsionen der Bauchwand

durch die Einführung des Portsystems bewirkt eine stärkere Aktivierung der Monozyten und

Gewebsmakrophagen. Der konventionelle Eingriff erzeugt durch die mediane Hautinzision

die größte Aktivierungsfläche durch die lokale Abwehr. In beiden Gruppen fällt auf, dass die

TNFα-, IL-6- und IFNγ-Sekretion stärker vermindert ist als in der Laparoskopiegruppe. Die

IL-8-Sekretion ist nach Stimulation wiederum in diesen beiden Gruppen am stärksten

ausgeprägt. Die MHC-II-Expression auf Monozyten (CD14+/CD14++ Monozyten) fällt auch

in diesen Gruppen postoperativ nicht unter das Ausgangsniveau ab. Bei den Leukozyten und

Leukozytensubpopulationen zeigt sich in diesen Gruppen postoperativ ein Abfall, der am

ersten postoperativen Tag ausgeglichen wird und dann wieder auftritt. Auch die

CD14+/CD14++ Monozytenpopulation sinkt postoperativ in diesen Gruppen ab. In diesen

beiden Gruppen scheint es bezüglich der Lymphozytenpopulationen und der
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Sekretionskapaziät einen supprimierenden Effekt durch den Eingriff zu geben, der sich aber

nicht in der MHC-II-Expression widerspiegelt. Einen genereller negativer Einfluss des

konventionellen oder Hand-assistierten laparoskopischen Zugangsweges auf die

Immunkompetenz lässt sich pauschal durch diese Studie nicht belegen.

Einen weiteren Einfluss auf die postoperative Immunkompetenz nehmen die intraoperativ

verabreichten Katecholamine wie das Noradrenalin und Dobutamin. Sie können einen

immunsupprimierenden Effekt haben (Röntgen 2004, Gosain 2008). Es hat sich gezeigt, dass

die IL-8-Sekretion nach Stimulation nicht durch die Katecholamine beeinflusst ist (Röntgen

2004). Diese Beobachtung oder die Problematik der LPS-Toleranz könnten zu den

Stimulationsergebnissen dieser Studie geführt haben. Bei der Bestimmung der MHC-II-

Expression auf Monozyten der Schweine ist ein monoklonaler Antikörper verwendet worden,

der spezifisch gegen humanes MHC-II gerichtet ist, da er bessere Färbeergebnisse gezeigt hat

als der schweinespezifische Antikörper. Zudem wird das Fluoreszenzsignal durch die Zugabe

von Biotin verstärkt, weil nur eine geringe MHC-II-Oberflächendichte zu erwarten ist. Einige

MHC-II-Färbungen sind nicht in die Wertung miteingeflossen, da die einzelnen

Zellpopulationen auch nach Kompensation in der Dot-Plot-Ansicht nicht gut voneinander

abzugrenzen sind. Zum anderen muss auf die geringe Fallzahl pro Versuchsgruppe

hingewiesen werden, die durch den deskriptiven Charakter der Studie legitimiert wird. Auf

Grund fehlender logistischer und finanzieller Mittel ist die Fallzahl auf ein Mindestmaß

reduziert worden. Damit kann sich diese Studie nicht in die lange Reihe derer Studien

einordnen, die aus immunologischer Sicht einen klaren Vorteil in dem laparoskopischen

Zugangsweg sehen. Dennoch kann gezeigt werden, dass der Einsatz des Nd:YAG Lasers in

der laparoskopischen Leberchirurgie ein weiteres Instrument zur Dissektion ist, dass aus

immunologischer Sicht mit anderen Techniken vergleichbare Ergebnisse liefert.
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5. Zusammenfassung

Postoperative Komplikationen nach größeren abdominalchirurgischen Eingriffen wie der

Leberteilresektion sind lokale Wundheilungsstörungen, Infektionen und Sepsis/SIRS. Sie

stellen ein klinisches Problem in der postoperativen Versorgung und Rekonvaleszenz von

Patienten dar. Eine durch den chirurgischen Eingriff hervorgerufene Dysbalance des

Immunsystems in Richtung Hypoinflammation oder auch Hyperinflammation kann zu

solchen Komplikationen führen. Es ist bekannt, dass nach größeren chirurgischen Eingriffen

die MHC-II-Expression auf Monozyten sinkt, die Sekretionskapazität nach ex vivo

Stimulation von Immunzellen abnimmt und es zu einem Abfall der peripheren Lymphozyten

kommt. Dieser immunparalytische Zustand kann mehrere Tage andauern und kann der

Grundstein für die Ausbreitung von schwer beherrschbaren Infektionen sein.

Ziel dieser Tierversuchstudie an 15 Hausschweinen war es, den Einfluss der verschiedenen

Zugangswege für die linkslaterale Leberteilresektion mit dem Nd:YAG Laser auf die

postoperative systemische Immunreaktion zu untersuchen. Als Zugang ist die konventionelle

mediane Laparotomie, der laparoskopische und der Handport-assistierte laparoskopische

Eingriff gewählt worden.

Zur Einschätzung der Immunkompetenz wurden die Immunparameter vor dem Eingriff, direkt

nach der Operation, am ersten, dritten und achten postoperativen Tag bestimmt. Um eine

durch den Eingriff hervorgerufene Immunparalyse aufzudecken, wurde mittels

Durchflusszytometrie die MHC-II-Expression auf Monozyten, CD14+ und CD14++

Monozyten bestimmt. Des Weiteren wurde die Sekretionsfähigkeit von Immunzellen nach

Stimulation mit LPS und Con A von TNFα, IL-6, IL-8, IL-10 und mit PHA von IFNγ

bestimmt. Durch die Durchflusszytometrie konnten Lymphozytensubpopulationen,

Monozytensubpopulationen und Leukozytensubpopulationen im postoperativen Verlauf

quantifiziert werden.

Die Beobachtungen dieser Studie zeigen bei laparoskopisch operierten Tieren keinen Anhalt

für eine Immunparalyse. Die MHC-II-Expression auf Monozyten, CD14+ und CD14++

Monozyten ist postoperativ nicht vermindert und steigt im postoperativen Verlauf noch an.

Bei der LPS- und PHA-Stimulation zeigte sich eine gesenkte Sekretion von TNFα, IL-6 und

IFNγ, die im Vergleich zu den anderen Gruppen noch am höchsten war. Postoperativ und im

weiteren Verlauf stiegen die Zellzahlen der Leukozyten, Monozyten und Granulozyten in

dieser Gruppe an. Eine Drift zu CD14+/CD14- Monozyten konnte nicht beobachtet werden.

Auch die Beobachtungen der B-Zellpopulation und T-Zellpopulation weisen auf keine



Zusammenfassung

Immunparalyse oder eine Drift zu einer T-Zellpopulation hin. Bei konventionell und

Handport-assistiert operierten Tieren fällt die MHC-II -Expression auf den Monozyten und

CD14+/CD14++ Monozyten nicht ab. Bei den Stimulationsansätzen zeigt sich eine stärkere

Sekretionskapazität als bei laparoskopierten Tieren, mit Ausnahme der IL-8-Sekretion, die in

diesen Gruppen stärker ausgeprägt ist als in der Laparoskopiegruppe. Bei den

Leukozytensubpopulationen zeigt sich postoperativ ein Abfall der Zellzahlen in diesen

Gruppen, der am ersten postoperativen Tag wieder auf dem Ausgangsniveau liegt.

Eine eindeutige Immunparalyse oder ein SIRS wird in keiner Gruppe beobachtet. Ein

eindeutiger Vorteil der laparoskopischen Technik gegenüber der konventionellen kann aus

immunologischer Sicht nicht eindeutig nachgewiesen werden. Dennoch zeigt sich, dass die

laparoskopische Leberteilresektion mit dem Nd:YAG Laser sicher ihre Berechtigung neben

den anderen Verfahren hat. Im Hinblick auf den Einsatz des Lasers in einem laparoskopischen

Verfahren unter dem offenen MRT kommt dieser Technik eine andere klinische Relevanz zu

als in der derzeitigen klinischen Routine.
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„Ich, Nadine Haacke, erkläre, dass ich die vorgelegte Dissertationsschrift mit dem Thema:

Die systemische immunologische Reaktion nach minimalinvasiver und konventioneller

Leberteilresektion mit dem Nd:YAG Laser selbst verfasst und keine anderen als die

angegebenen Quellen und Hilfsmittel benutzt, ohne die (unzulässige) Hilfe Dritter verfasst

und auch in Teilen keine Kopien anderer Arbeiten dargestellt habe.“

Datum Unterschrift
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