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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Einfluss unterschiedlicher Narkoseverfahren mit Prgofol, Desfluran und
Sevofluran auf die Synthese der pro- und antiinflarmatorischen Zytokine
TNF - a und IL - 10 bei aortokoronaren Bypassoperationen ater

Anwendung der extrakorporalen Zirkulation

Herzoperationen unter zu Hilfenahme der Herzlungesanine sind mit einer
vorubergehenden systemischen Entziindungsreaktgmziast, die zu einer Produktion von
Zytokinen fuhrt. Diese Zytokine gelten mit als wiger Prognosefaktor fir
kardiochirurgische Patienten, auch tber den unlindten postoperativen Verlauf hinaus. So
ist eine Uber einen langeren Zeitraum erhohte Rikenezentration von Tumornekrosefaktor —
alpha mit einem schlechten Patienten-Outcome naaldidchirurgischen Eingriffen
assoziiert. Dabei ist nicht der Absolutwert dezeinen Zytokins an sich, sondern viel mehr
die Anderung der Konzentrationen (ber die Zeit, isodas Verhaltnis der Menge der
Zytokine zueinander von entscheidender Bedeutungs Proinflammatorische Zytokin
Tumornekrosefaktor — alpha (TNF &) und das antiinflammatorisch wirkende Zytokin
Interleukin — 10 (IL — 10) sind wichtige Proteirdie diese Inflammation mitregulieren. Die
Produktion dieser Zytokine kann durch die Anwendurgschiedener Narkosemedikamente

beeinflusst werden.

In Rahmen der vorliegenden Studie wurde an kardieaischen Patienten, die sich einer
aortokoronaren Bypassoperation unter Einsatz dewzlitegenmaschine unterzogen, der
Einfluss der volatilen Ané&sthetika Desfluran und@riran sowie des Hypnotikums Propofol
auf die Zytokinproduktion im perioperativen Verlaltis 24 h nach extrakorporaler
Zirkulation analysiert. Im Hinblick auf die ,multip Hit Theorie des Multiorganversagens”
wurde zusatzlich die Stimulierbarkeit peripheremmaukleérer Blutzellen im perioperativen
Verlauf untersucht. Eine Reduktion dieser Stimbkekeit korreliert, laut vorausgegangenen
Studien, mit einem unguinstigen postoperativen \iérla

Im Zeitraum von Mai 2005 bis Januar 2007 wurdengésamt 63 Patienten in die

Untersuchung eingeschlossen. Zu definierten Meggrditen unmittelbar praoperativ,
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Zusammenfassung

intraoperativ sowie innerhalb der ersten 24 Stuntesh der Operation wurde den Patienten
10 ml Vollblut pro Messzeitpunkt entnommen. Darawairden nach 1-stindiger
beziehungsweise 24-stundiger ex-vivo-Kultur im Wbltansatz die unstimulierten sowie die
nach Stimulation mit Lipopolysaccharid erreichteonKentrationen von TNFe-und IL — 10
bestimmt. Die Messung der Zytokinkonzentrationerfolgte mittels enzyme linked

immunosorbent assay.

Nur bei wenigen Patienten konnten im unstimulier#®msatz TNF —a und IL — 10
Plasmakonzentrationen oberhalb der Detektionsgréastgestellt werden. Im Vergleich zur
spontanen Zytokinausschittung lieBen sich nach uBdion mit Lipopolysaccharid
signifikant und im Ausmald expotentiell gesteigeftgokinkonzentrationen messen. Nach
Ende der extrakorporalen Zirkulation fand sich illera Untersuchungsgruppen ein
signifikanter Abfall der gemessenen PlasmaspiegelMNF —o und IL — 10. Im Vergleich zu
Desfluran begunstigte eine Narkosefuhrung mit Pia@dp@der Sevofluran dabei den
anschlieBenden Wiederanstieg des proinflammataiscytokins TNF —a, wahrend es
unabhangig von den untersuchten Narkoseverfahregirmm gleichméaRigen Wiederanstieg

des antiinflammatorischen Zytokins IL — 10 kam.

Weitere Untersuchungen sind notwendig, um die &tine Relevanz des Zeitverlaufs der
verschiedenen Zytokin-Plasmaspiegel und die Bedegutler langeren Suppression der TNF —
a Synthese nach einer Desfluran basierten Narkosediii langerfristige postoperative

Prognose kardiochirurgischer Patienten beurteilekGnnen.



Zusammenfassung

1.1 Summary

Differential effects of Sevoflurane, Desflurane andPropofol
on synthesis of the pro- and antiinflammatory cytoknes TNF -a and
IL - 10 following coronary artery bypass graft usirng extracorporal

circulation

Cardiac surgery using cardiopulmonary bypass caatestion of a temporary inflammatory
response, followed by synthesis of cytokines, saghthe proinflammatory cytokine tumor
necrosis factor alpha (TNFe) and the antiinflammatory cytokine interleukin @0 — 10).
These cytokines are a relevant prognostic factaramdiosurgical patients not only directly
postoperative. Long-term high levels of TNF.-€orrelate with a poor clinical outcome after
cardiac surgery. It is not the level of each cytokiself but more the kinetics and the
proportion of serum cytokine levels that play thesinimportant role. The synthesis of these

cytokines may be affected by the use of variouste#ics.

We measured influence of the three differential stimetics desflurane, sevoflurane and
propofol on cytokine release during coronary artbypass graft and during the first 24
postoperative hours. Due to the “multiple hit theof multi-organ injury” we investigated the
stimulated ex-vivo cytokine response of periph@nahonuclear blood cells. A lower ability
of peripheral mononuclear blood cells on stimulatis known to correlate with an adverse

postoperative outcome.

From May 2005 to January 2007, 63 patients werelediinto the study. Blood samples were
taken at different points of time: preoperativetranperative and until 24 hours
postoperatively. Levels of unstimulated TNk-and IL — 10 were measured after 1 hour and
24 hours using enzyme linked immunosorbant assdgitiénaly, levels of TNF -« and IL —

10 after stimulation with lipopolysaccharide wessayed.

Only a little number of unstimulated patient semawsed detectable concentrations of TNF —
a and IL - 10. Compared with spontanous cytokineeast, stimulation with

lipopolysacccharide led to an exponentially inceeas TNF —o and IL — 10 levels. After
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Zusammenfassung

extracorporeal circulation TNF e and IL — 10 plasma levels decreased significaintlgll
different anesthesia groups. Anesthesia with pmpafr sevoflurane accelerated the
reconstitution of TNF -a synthesis as compared with desflurane. IL — 1@l¢eincreased

equal irrespective of the applied anesthesia regime
Further investigation will be needed to analyze thkevance of the kinetic of different

cytokine plasma levels and the importance of thereded suppression of TNFesynthesis

after desflurane based anesthesia on clinical owgaaf cardiocurgical patients.
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Einleitung

2 Einleitung

Viele Herzoperationen werden am nicht schlagenderzéh durchgefiihrt. Dabei werden
Herz und Lunge fur die Zeit der Operation aus demnmalen Kreislauf ausgeschaltet.
Wahrend dieses kardiopulmonalen Bypasses Uubernimimt Herzlungenmaschine die

Pumpfunktion des Herzens und die Gasaustauschfumétér Lunge.

Obwohl in den letzten Jahrzehnten die Mortalitdésraei Herzoperationen durch stetige
Verbesserung der operativen Technik, des periageraMonitorings und der postoperativen
Intensivtherapie abgenommen hat (47), stellt dieilEenahme der Herzlungenmaschine, trotz
erweiteter technischer Mdglichkeiten noch immereairschwerwiegenden Eingriff in die
menschliche Physiologie dar. Konzentrations&dndesmungon Entzindungsmediatoren, wie
beispielsweise der pro- und antiinflammatorischeytokine, lassen sich bei fast allen
Patienten feststellen, bei denen das Verfahreexteskorporalen Zirkulation angewandt wird
(3, 20, 33, 45, 106, 107, 114). Das Ausmall und deitliche Verlauf dieser
Konzentrations&dnderungen ist ein wichtiger Faktior das Auftreten von postoperativen
Komplikationen und mitentscheidend fur die langstiige Prognose dieser Patienten (20, 27,
90, 124).

Diese postoperativen Komplikationen auf3ern sicleldéiunktionsstérungen des Herzens, wie
einer Einschrankung der myokardialen Kontraktilitétler Rhythmusstérungen (2, 16, 83),
aber auch durch Stérungen der Niere, des Gaststimairaktes, der Lunge oder des Gehirns
(1, 22, 97, 121). Nach derzeitigem Kenntnisstartteisen viele dieser Organdysfunktionen
auf eine generalisierte und Uberschie3ende Aktimgides Immunsystems zurickzufihren zu

sein.

In einer Vielzahl von experimentellen Untersuchunged klinischen Studien konnte gezeigt
werden, dass sich durch die Anwendung von volatdersthetika eine medikamentdse
Prakonditionierung induzieren lasst, welche ein &@svwie zum Beispiel das Myokard vor
einer nachfolgenden Ischamie schitzt (5, 23, 28, 8%). Eine solche myokardiale
Prakonditionierung ist auch fir die hier unterseohvolatilen Anasthetika Desfluran und
Sevofluran beschrieben (81, 92, 93, 129). Nebenkdetioprotekiven Eigenschaften konnte
auch eine immunmodulatorische Wirkung von volatiferésthetika nach chirurgischen oder

experimentellen Stimuli gezeigt werden, wobei dewsuchten Anasthetika vorwiegend
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Einleitung

supressive Effekte auf die Zytokinproduktion aufsee (10, 39, 56, 88, 88, 104). Im Rahmen
der vorliegenden Untersuchung wurde, um die patysiplogischen Vorgange besser
verstehen und so mogliche therapeutische Konzegtdbedten zu konnen, der Einfluss
verschiedener Narkoseverfahren auf die pro- undinfammatorische Zytokinantwort

wahrend einer aortokoronaren Revaskularisation mmdVerlauf bis 24 Stunden danach

untersucht.

Nicht nur das chirurgische Trauma, sondern auchliofigy Infektionen im perioperativen
Verlauf kbnnen eine Immunreaktion des Patientenifxew und bei unginstigem Verlauf
Organfunktionsstérungen zur Folge haben (40, 7%). diese als ,multiple Hit Theorie des
Multiorganversagens® beschriebenen Vorgange in Afigkeit vom gewdhlten
Narkoseverfahren evaluieren zu kdnnen, wurde zligdtdie Stimulierbarkeit peripherer

mononuklearer Blutzellen im perioperativen Verlaofersucht.
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Einleitung

2.1 Die Extrakorporale Zirkulation (EKZ) als Einflussfa  ktor auf
das Immunsystem

Der Inflammation nach EKZ liegen ahnliche Pathona@témen wie der Sepsis zugrunde.
Allerdings stellt die EKZ einen Entziindungsreiz ,dauf den der menschliche Organismus
entwicklungsgeschichtlich keine spezifische Antwmetvorbringen konnte, und reprasentiert
somit ein besonderes Klinisch reproduzierbares Mdée systemischen Inflammation.

In Anlehnung an die Richtlinien des ,American Cghkeof Chest Physicians* (ACCP) und

der ,Society of Critical Care Medicine” (SCCM) dogisich die Diagnose der systemischen
Entzindungsreaktion oder ,systemic inflammatorypoese syndrome® (SIRS), wenn

mindestens zwei der folgend aufgefuhrten Kritexeriegen.

1.) Korpertemperatur < 36°C oder > 38°C

2.) Herzfrequenz > 90/ min

3.) Atemfrequenz > 20 bzw. Hyperventilation PaG(82 mmHg

4.) Leukozytenzahl < 4000 (I oder > 12000 /ul oder > 10 % stabkernige
Granulozyten im Differenzialblutbild

Die schwerste Komplikation einer solchen inflammigtthen Reaktion wird nach den
Richtlinien der ACCP/SCCM mit Auftreten von Orgastlynktionen beim Akutkranken mit
der Notwendigkeit einer (intensiv-) medizinischartervention zur Aufrechterhaltung der

Homoostase als ,multiple organ dysfunction syndro(MODS) definiert.

Einerseits stellt das chirurgische Gewebetraumasih einen fir das SIRS/MODS

begilinstigenden Faktor dar (18, 41), andererseitsimen als auslésende Faktoren
induzierende Reaktionen in Betracht, die aus demktdin Kontakt des Blutes und seiner
Bestandteile mit grof3en artifiziellen Oberflachesr tHerzlungenmaschine resultieren (66).
Das Blut zirkuliert im extrakorporalen System nichirch endothelialisierte Geféal3e, sondern
durch Schlauchsysteme und Behéltnisse mit unplogisdthen Fremdoberflachen, wie zum
Beispiel Silikon, Glas, Kunststoff oder Metall. Deohe Fluss, die massiven Scherkréafte,
hohe Aufprallenergien und begleitende Fremdkorpdégrenen gegen die unphysiologischen
Oberflachen haben negative Folgen auf das Blutseirte Bestandteile.

Weiter kommt es durch eine Endotoxineinschwemmumgy dem Gastrointestinaltrakt (64)

sowie durch die Ischdmie- und Reperfusionsereigna® Herzen selbst (99), zu einem
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Einleitung

komplexen Zusammenspiel der humoralen und zellnl®&a&ktoren (21, 65), die das SIRS

begiinstigen.

In der systemischen Entziindungsreaktion nach expakaler Zirkulation kommt es neben
einer vermehrten Synthese verschiedener proinflaomeeher Zytokine zur Aktivierung
verschiedenster Mediatorsysteme, wie dem Plasmatoeslystem, dessen wichtigste
Komponenten das Komplement-, das Gerinnungs-, diasnélyse- und das Kallikrein-
Kininkaskadensystem sind. Ebenfalls spielen Sanf@ratikale und Metabolite des
Arachidonsaurestoffwechsels, die Zytokine, eines@midende Rolle (91, 117). Durch eine
Dysbalance pro- und antiinflammatorischer Zytokirgne erhthte Permeabilitdt von
Kapillaren sowie der Aktivierung von GranulozytemduBeeintrachtigung der Thrombozyten
kann eine zunehmende Organdysfunktion auf lokater systemischer Ebene entstehen (11,
15, 45, 68, 122). Weiter kommt es zu einer Abnaltee Proliferation monozytarer und
neutrophiler Zellen, die zu einer Hemmung der Sge¢hantiinflammatorischer Zytokine
sowie zur veringerten Ansprechbarkeit von Monozyserd eine ex-vivo-Stimulation mit
bakteriellem Lipopolysaccharid (LPS) fuhrt. Diesebnahme der Stimulierbarkeit der
peripheren mononuklearen Zellen (PBMC) korrelierhge mit einem nachteiligen
postoperativen Verlauf sowie einem schlechten sdinen Outcome dieser Patienten (50,
132).

2.2 Zytokine

Zytokine sind l6sliche Peptide und Proteine, deeciiemische Mediatoren bereits in kleinsten
Konzentrationen (nano- bis picomolar) biologischrkeam sind. Zusammen mit anderen
Signalmolekilen nehmen sie eine wichtige RolledsziRegulation zellularer und humoraler
Immunreaktionen ein. Die Freisetzung der Zytokirfelgt unter anderem durch Monozyten,
Makrophagen, Endothel- und Parenchymzellen. Die uRéign der Synthese und

Ausschuittung der einzelnen Zytokine erfolgt auft€irebene.

Zytokine kdnnen ihre Aktivitat autokrin, also sazerend auf Zellen, oder parakrin auf die
Zellen in der Umgebung ubertragen, oder kénnen learenonéhnliche, endokrine Funktion
haben. Diese Wirkung wird meist Uber einen membéaasgen spezifischen Zytokinrezeptor

vermittelt.
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Einleitung

Die Expression der Zytokine gilt als streng reguli®ies bedeutet, dass die Synthese als
Reaktion auf ein spezifisches Signal induziert withige dieser Botenstoffe werden jedoch
auch konstitutiv produziert und sezerniert. Beeisdbend wirken physiologische Aspekte wie
das Lebensalter, eine chirurgische Interventionisdmafektionen und Neoplasien. Auch der
zirkadiane Rhythmus beeinflusst die Bildung vonakynen (126).

Die Einteilung der Zytokine erfolgt in proinflamnoaitsche (z. B. TNF —o), die eine
Entzindungsreaktion in Gang setzten oder diesdévkesn, sowie in antiinflammatorische

(z. B. IL —10), welche einer Entztindungsreakgatgegenwirken.

Obwohl eine exzessive Ausschittung von proinflanomsthen Zytokinen eine

Entztndungsreaktion triggern und damit zu einertquesativen Organdysfunktion flhren
kann, ist ihre Freisetzung im Rahmen einer Infeidadwehr von immenser Wichtigkeit,
ebenso wie bei der Wundheilung chirurgischer ParenGenauso wichtig ist jedoch eine
adaquate Freisetzung von antiinflammatorischen Kiiyeém, da ein Gleichgewicht von pro-
und antiinflammatorischen Zytokinen zur Aufrechtdtting einer normalen Organfunktion
notwendig ist. Kommt es im Rahmen einer physiolcygh Gegenregulation einer
inflammatorischen Noxe zur Uberschiel3enden Bildworgantiinflammatorischen Zytokinen,
so kann daraus eine relative Immunparalyse mitreendnfektanfalligkeit resultieren. Dieses
Krankheitsbild wurde von Bone et al. 1996 als ,cemgatory anti-inflammatory response
syndrome* (CARS) beschrieben (8) (Abbildung 1, &&i).

Ein CARS kann einen Patienten ebenso gefahrdenewieSIRS. In welcher Weise der
Organismus auf angreifende Noxen reagiert und ote déalance zwischen pro- und
antiinflammatorischer Immunantwort erreicht wirdt fir die Heilungschance des Patienten

von zentraler Bedeutung.
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Extrakorporale Zirkulation
Kontaktaktivierung an Fremdoberflachen
Nicht pulsatiler Blutfluss
Ischamie/Reperfusion

Lokale P R Lokale
proinflammatorische D " antiinflammatorische
Immunreaktion Immunreaktion
R Immunreaktion des P
" Organismus D
v v v

Uberwiegen Gleichgewicht Uberwiegen
proinflammatorischer pro- und anti- antiinflammatorischer
Mediatoren inflammatorischer Mediatoren
Mediatoren
Homd@ostase
SIRS CARS
............................. > MARS 4..........................E

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Reaktionsmdglichkedes Organismus auf pro- und
antiinflammatorische Mediatoren (modifiziert naclor®@ 1996). SIRS = systemic inflammatory

response syndrome, CARS = compensatory anti-inflatmm response syndrome, MARS = mixed
antagonistic response syndrome.
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2.2.1 Tumornekrosefaktor — alpha

TNF —a ist ein nicht-glykolisiertes Membranprotein. Estadt aus 157 Aminosauren und hat
ein Molekulargewicht von 17 kDa. Erst nach Timenigng entsteht ein biologisch aktives
TNF — o Molekll, das als einer der wichtigsten Mediatoreler generalisierten
Entztndungsreaktion bei Herzoperationen unter Awnlweg der EKZ angesehen wird (32).
Untermauert wird dies durch die Beobachtung, dasdai Patienten, die unter Anwendung
der EKZ, nicht aber bei Patienten, die ohne kandiopnalen Bypass operiert werden, TNF —
a im Blut nachweisbar ist (14). Die Wirkung von TNF a kommt Gber spezifische
Rezeptoren zustande, die auf fast allen Korpemnzaigrimiert werden und nach Abspaltung
l6slicher TNF —o Rezeptoren (TNFsr-1 und -2) als kompetitive Infoikgn und damit als
antiinflammatorische Mediatoren wirken kénnen. Wéiar eine Vielzahl von Zelltypen nicht
in der Lage ist, TNF -a zu bilden, stellen die ubiquitdr vorkommenden Ngkragen den
Haupbildungsort dar. Nach neuerem Kenntnisstandush das Myokard in der Lage TNF —

a zu produzieren (82, 115).

2.2.2 Interleukin — 10

IL — 10 ist ein Polypeptid, welches die Synthesarndlammatorischer Zytokine und dariber
hinaus verschiedene andere akzessorische FunktiemenMakrophagen hemmt (6, 29).
Durch IL — 10 kommt es zur Hemmung der Funktion Wakrophagen, T-Zellen und

naturlichen Killerzellen. Die Arbeitsgruppe um Wé&onnte zeigen, dass der Nachweis
erhohter IL — 10 Konzentrationen bei Patienten n@gerationen oder Verletzungen eine
Immunsuppression zu reflektieren scheint, die nieregesteigerten Anfalligkeit gegentber
weiteren infektiossen Noxen fuhrt (115). Bei aortakwaren Bypassoperationen werden im
Koronarsinusblut, im arteriellen und gemischt vemi8lut vergleichbare Konzentrationen
von IL — 10 gemessen, wahrend im leberventsen 8grtifikant hdhere Konzentrationen

auftreten, so dass weder Herz noch Lunge, sonderhetber als Hauptbildungsort in Frage
kommt (116).
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Volatile Anasthetika — Pharmakokinetik und Wirkung auf das

Immunsystem

2.3

Eine Anasthesie unter Verwendung volatiler Anastaetahlt zu den haufigsten Formen der
Narkose. Atherderivate wie Sevofluran und Desflukmmmen dabei in Deutschland am
haufigsten zur Anwendung. Bei diesen Narkosegasaadit es sich um Flussigkeiten, die

Uber spezielle Verdampfersysteme der Atemluft dggeRten zugefihrt werden.

1] 1]
H—(!—{}—(|3—C—F H—ti—D—(|3— —F
Y ho—& )
F s F
F F
Desfluran Sevoflura
Abbildung 2: Strukturformel von Desfluran und Sevofluran
Desfluran ist ein Methylethylather. Bei Sevoflurahandelt es sich um einen

Methylpropylather. Die an&sthetische Potenz eir@atilen Anasthetikums wird durch die
»-minimale alveolare Konzentration“ (MAC) beschriebder MAC-Wert ist definiert als die
Konzentration eines volatilen Anasthetikums, dieé 3@ % der untersuchten Patienten eine
Schmerzreaktion wéahrend einer Hautinzision verhindBei einem 40-jahrigen Patienten
betragt der MAC-Wert in 100 % Sauerstoff fur Desdlu 6 Vol. % und fur Sevofluran 1,7
Vol.%.

Die Wirkung eines volatilen Anasthetikums ist voainer Lipidléslichkeit, von seiner
molekularen Struktur, Gréle und der Ladung der ftamzs abhéngig. Die genauen
Wirkmechanismen der volatilen Anésthetika sind naubht vollstandig bekannt und

weiterhin Gegenstand aktueller Forschungen.

18



Einleitung

Bereits 1899 wurden von Chadbourne et al. erstdb@gdungen gemacht, dass durch die
Anwendung von Anasthetika das Immunsystem beesitftwgd. Inzwischen konnte in einer
Vielzahl von Studien die immunmodulatorische Wirguher Anasthetika gezeigt werden (4,
63, 103). Die Wirkungen von Anasthetika auf das lmsystem sind vielfaltig; es kann
sowohl zur indirekten Beeintréachtigung immunkompege Zellen als auch zur indirekten
Modulation der Immunantwort kommen (103). Bei demw&ndung volatiler Anasthetika
beobachtet man eine starkere Abnahme der Lymphozyted Alveolarmakrophagenzahl als
bei vergleichbaren Eingriffen unter Regionalan&sth€70, 96). Weiter liel3en sich durch die
Anwendung volatiler An&sthetika eine Abnahme dertoKynproduktion und eine
Beeintrachtigung der Funktion immunkompetenter efelhachweisen (69). Fir die volatilen
Andasthetika Sevofluran, Desfluran, Isofluran undli&@an wurde in der Vergangenheit schon
eine supprimierende Wirkung auf die proinflammatciien Zytokine IL —f und TNF —

im Tiermodell gezeigt (10, 10, 56, 88), jedoch ifilr die antiinflammatorischen Zytokine
IL — 10 und IL — 6 (39). Die genauen molekularereBiflussungsmechanismen des
Immunsystems durch volatile An&sthetika sind letdlieh noch nicht vollstandig geklart.

Bei Patienten mit intaktem Immunsystem haben drummodulatorischen Effekte durch die
Anwendung von volatilen Anésthetika sicherlich numtergeordnete Bedeutung. Wie sich
jedoch die Immunmodulation durch die volatilen Ath&ska Desfluran und Sevofluran,
direkt und im Verlauf bis 24 h nach Anwendung derakorporalen Zirkulation darstellt, ist
bisher unbekannt und soll anhand der pro- undrdistinmatorischen Zytokine IL — 10 und

TNF —a in dieser Studie untersucht werden.
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2.4 Propofol — Pharmakokinetik und Wirkung auf das
Immunsystem

Bei Propofol handelt es sich um eine Substanz ausReihe der Alkylphenole, die zur
Hypnoseeinleitung und -aufrechterhaltung intraveayddiziert wird. Sie unterscheidet sich in
ihrer chemischen Struktur vollig von den anderenpibtika wie den Barbituraten,
Benzodiazepinen oder Etomidat. Da Propofol selupliyl ist, wird es in einer Emulsion aus

Sojadl, Glycerol und Ei-Lecithin angeboten.

CH; OH  CH,

Abbildung 3: Strukturformel von Propofol

Nach Injektion Gberschreitet Propofol aufgrund eeimhen Lipophilie schnell die Blut-Hirn-
Schranke und reichert sich im ZNS an. Ebenso redolgt die Rickverteilung aus dem ZNS
ins Blut, die Abgabe aus dem peripheren Komparttneeiolgt dagegen langsam. Aus diesen
Eigenschaften resultiert ein schneller Wirkungsbegiund ein ebenso schneller
Wirkungsverlust nach Beendigung der Applikation.

Propofol wird Giberwiegend hepatisch metabolisiexd die inaktiven Metabolite vorwiegend
renal eliminiert (ca. 88 %), nur ca. 0,3 % deszipjiten Propofols erscheinen unverandert im

Urin und weniger als 2 % im Stuhl.

Die Kenntnisse uber die Propofolwirkung auf das imsystem sind sehr heterogen und zum
Teil widerspruchlich. So konnte in einigen Untetsuegen kein Nachweis einer Modulation

des Immunsystems durch Propofol erbracht werden38), wahrend andere Studien einen
nachweisbaren Effekt auf die Kérperabwehr, vornétimiliber die Veranderung der pro- und

inflammatorischen Zytokinmuster, darstellen konntE®, 72, 98, 102).
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Jedoch fungiert Propofol als Radikalfanger und kéraufgrund seiner chemischen Struktur
membranstabilisierende (kardio-)protektive Eigeastem haben (60, 100). Die Gabe von
Propofol unmittelbar vor dem LoOsen der Aortenklemmermindert die systemische
Entztindungsrektion (100). Méglicherweise kommt escld die Gabe von Propofol zu einer
Stérung der ansonsten streng gekoppelten Interakttm pro- und antiinflammatorischen
Zytokinen und somit zu einem Ungleichgewicht zugensder antiinflammatorischen
Mediatoren (26). Anderseits wurden immunmodulatbres Effekte im Sinne einer
gesteigerten Stimulierbarkeit mononukleéarer ZellenBezug auf die TNF -« Freisetzung
nach Narkosefihrung mit Propofol beschrieben (52), 7die mit einem positiven

Patientenoutcome nach kardiochirurgischen Eingriéfmhergehen konnten (50, 132).

Welche immunmodulatorischen Auswirkung die Narkdbkeling mit Propofol auf die pro-
und antiinflammatorischen Zytokine IL — 10 und TNF o bei aortokoronarer
Revaskularisation unter Anwendung der extrakorporaZirkulation hat, sollte in dieser
Studie untersucht werden.
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2.5 Fragestellung

Die im Vorfeld dargestellten Literaturbefunde be&legdass es bei Herzoperationen unter
Anwendung der Herzlungenmaschine durch eine Viélah Faktoren zu einer Aktivierung
des Immunsystems kommt. Die dabei freigesetzten- pmod antiinflammatorischen
Mediatoren haben mafgeblichen Einfluss auf dasréteft von peri- und postoperativen
Komplikationen. So weisen erhdhte Konzentrationen dntiinflammatorischen Zytokine
(z.B. IL — 10) auf immunsuppressive Effekte hin, mend sich bei Uberwiegen der
proinflammatorischen Zytokine (z.B. TNF &) eine systemische Entzindungsreaktion

entwickeln kann.

In einer Vielzahl von Studien konnte die immunmeadatische Wirkung unterschiedlicher
volatiler Anasthetika gezeigt werden. Vor allem &lie Narkosegase Desfluran, Sevofluran
und Isofluran wird neben ihrem kardioprotektiveriekf auch eine Wirkung auf die pro- und

antiinflammatorische Zytokinfreisetzung postuliert.

Die komplexe Interferenz verschiedener intravenddgpnotika mit dem menschlichen
Immunsystem konnte schon friiher von unserer un@randArbeitgruppen gezeigt werden.
So fand sich fur das Anasthetikum Propofol ebesfaline Beeinflussung der pro- und

antiinflammatorische Zytokinantwort.

Ziel dieser Studie war es, unterschiedliche Narkoserfahren mit den beiden volatilen

Anasthetika Desfluran und Sevofluran sowie dem intavends verabreichten Hypnotikum
Propofol auf ihre Beeinflussung der unstimuliertenund durch LPS stimulierten, pro-

und antiinflammatorischen Zytokine TNF — e und IL — 10 bei aortokoronaren

Bypassoperationen unter Anwendung der Herzlungenmasine in einem Zeitraum von

20 min nach extrakorporalen Zirkulation bis 24 h pcstoperativ zu untersuchen

Dabei sollte insbesondere der Frage nachgegangenrden, ob sich eine total intravendse
Narkose von einer balancierten Narkose hinsichtlichder Zytokinausschittung im

perioperativen Verlauf bis 24 h nach aortokornarerBypassoperation unterscheidet.
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3 Material und Methodik

3.1 Methodik

Die im Folgenden dargestellten Untersuchungen wurntie Rahmen einer prospektiven
randomisierten mononzentrischen Kohortenstudie amddsitatsklinikum des Saarlandes in
Homburg durchgefuhrt. Ziel der Studie war es, swsiisch den Einfluss einer
Narkosefihrung mit den volatilen Anasthetika Desflu und Sevofluran und dem i.v.
Hypnotikum Propofol auf die perioperative Immunriéak bei aortokoronaren

Bypassoperationen unter Einsatz einer extrakorgordirkulation zu untersuchen.

3.1.1 Patienten

Nach Prifung und Billigung des Studienprotokollsratiu die Ethikkommission der

Arztekammer des Saarlandes wurden im Zeitraum h&isdvai 2005 und Januar 2007 63
Patienten, die sich einer elektiven aortokoronaBypassoperation unter Einsatz einer
extrakorporalen Zirkulation an der Klinik fur HeyzThorax- und Gefal3chirurgie des
Universitatsklinikums des Saarlandes unterziehensstem, in die Untersuchung
eingeschlossen. Das Alter der Patienten lag zwisdbaund 75 Jahren.

Im praoperativen andasthesiologischen Aufklarungsgetr wurde nach ausfuhrlicher
Information Uber das geplante Vorgehen das mingliaind schriftliche Einverstandnis der
Patienten eingeholt. Die teilnehmenden Patientendevu dafir gemall einem zuvor per
Computer erstellten Randomisierungsplan einer via @Gruppen zugeteilt. Die Gruppen
unterschieden sich nur im Bezug auf die Narkoseabfterhaltung mit Sevofluran, Desfluran

oder Propofol.

Als Ausschlusskriterien galten:

* Fehlende Geschéftsfahigkeit

* Fehlende Einverstandniserklarung des Patienten

» Teilnahme an einer anderen Studie

» Kardiovaskulares Insultereignis innerhalb der Etairei Monate
* Angiographische Ejektionsfraktion < 40%

* Notfalleingriff

23



Material und Methodik

* Erkrankungen mit Beeintrachtigung des Immunsystems
» Kortikosteroid Dauertherapie

* Unvertraglichkeit eines der in der Untersuchungweerdeten Medikamente

Alle Patienten standen unter einer Dauermedikatidrbeta-Rezeptor-Antagonisten, Nitraten
oder Calciumantagonisten sowie einer thrombozytgreggtionshemmenden Therapie.
Diese, wie auch eventuelle weitere Medikamente demirunabhéngig von der Studie weiter

verabreicht.

3.2 Anasthesie

3.2.1 Praoperative Phase

Alle Patienten wurden am Vorabend der Operation Bning Nitrazepam (Mogadan®,
Hoffmann-La Roche AG; Grenzach-Wyhlen) und 60 — Mlinuten vor Beginn der

Narkoseeinleitung mit 1 mg Flunitrazepam (Rohypndi®ffman-La Roche AG, Grenzach-
Wyhlen) oral pramediziert. Ferner erhielten alletiétdaen am Operationstag ihre
vorbestehende Dauermedikation. Die unmittelbar peéative Vorbereitung sowie die
notwendigen invasiven Uberwachungsverfahren folgten lblichen Standards bei ACB-
Operationen. Alle Patienten erhielten vor Narkase@ung einen periphervendsen sowie

radialarteriellen Zugang.

3.2.2 Narkoseeinleitung

Bei allen Patienten wurde unabhangig von der Gnmppgehdrigkeit zur Einleitung der
Allgemeinanasthesie Etomidat (Etomidat-®Lipuro,BBaun Melsungen AG, Melsungen) 0,2
— 0,3 mg/kg, Sufentanil (Sufentanil DeltaSelectlt&®electGmbH, Dreieich) 0,1 — Ou8/kg,
sowie Rocuroniumbromid (Esmeron®, Organon GmbH, r&ifgeilheim) 1 mg/kg
verwendet.

Nach Einleitung der Vollnarkose wurden zuséatzlicim eentralvendser Katheter, ein
transurethraler Blasenkatheter, eine Magensonde ain€d rektale Temperaturmesssonde

gelegt.
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3.2.3 Narkoseaufrechterhaltung

Die drei Patientengruppen unterschieden sich imueauf die Narkoseaufrechterhaltung.
Sufentanil (Sufentanil DeltaSelect, DeltaSelectGmbFeieich) wurde wahrend der gesamten
Narkose in der Dosierung von fg/kg/h in allen drei Gruppen verwendet. Dem
Randomisierungsplan entsprechend erhielten 17 rRatiezur Narkoseaufrechterhaltung
Sevofluran (Sevofluran Baxter, Baxter Deutschlamdb®, Unterschleil3heim), 19 Patienten
Desfluran (Suprane®, Baxter Deutschland GmbH, Wetdeil3heim). Bei 19 Patienten wurde
die Narkose mittels Propofol (Propofol-®Lipuro, Braun Melsungen AG, Melsungen)
aufrechterhalten. Wahrend der EKZ wurde in alleugpen Propofol per Dauerinfusion
(Injectomat C-PS, Fresenius AG, Bad Homburg) gegebée Dosierung des Hypnotikums
und eventuelle Nachinjektionen des Muskelrelaxafagten nach klinischer Notwendigkeit

durch den zustandigen Anasthesisten.

3.2.4 Narkosebeatmung

Die Patienten wurden nach Durchfihrung der endog@en Intubation mit Ausnahme der
Dauer der extrakorporalen Zirkulation kontrollidgatmet (Primu8, Drager AG, Lubeck),

wobei Normoventilation (PaC37-43 mm Hg) angestrebt wurde.

3.2.5 Flussigkeits- und Elektrolytsubstitution

Im Rahmen der Narkoseeinleitung wurde den Patiedli@rchschnittlich 1000 ml einer
isotonen Vollelektrolytlosung (Sterofundin®, B. Bra AG Melsungen, Melsungen)
infundiert. Zusatzlich wurden 1,5 g Cefuroxim (Zoe&®, Hoechst Pharma, Frankfurt/Main)
intravents verabreicht. Die weitere Infusionstherapis zum Beginn sowie ab der
Entwdhnung von der extrakorporalen Zirkulation wéaht standardisiert. Nach Beendigung
der EKZ erfolgte die Volumentherapie basierend deh Fullungsdrucken des linken
Vorhofes, die Uber einen vom Herzchirurgen unteelder Sicht eingelegten linksatrialen
Katheter kontinuierlich gemonitort wurden. Hierzurden Vollelektrolyt- (Sterofundin®, B.
Braun AG Melsungen, Melsungen) oder Gelatinelésong&elafundin® 4%, Braun
Melsungen AG, Melsungen) verwendet. Das aus denrafipesgebiet und nach Ende der
extrakorporalen Zirkulation aus der Herzlungenmemszlabgesaugte Blut wurde maschinell
aufbereitet (Cell Saver® 5, Haemonetics, Munchem) das dadurch wieder gewonnene

autologe Erythrozytenkonzentrat bis zum Operatiodsaetransfundiert.
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3.3 Herzlungenmaschine

Das Fdullvolumen der Herzlungenmaschine bestand 1) ml Ringer-Laktat-Losung
(Ringer Lactat DAB 7 Braun®, B. Braun Melsungen AGlelsungen) und 500 ml
Gelatinelésung (Gelafundin® 4%, B. Braun Melsung&h Melsungen).

3.3.1 Extrakorporale Zirkulation

Nach Eroffnung des Perikards erhielten alle Patrertur vollstdndigen Aufhebung der
Blutgerinnung vor Kanulierung der Aorta eine Bolusn 500 IE/kg Heparin (Heparin
Natrium Braun®, Braun Melsungen AG, Melsungen) Utben zentralen Venenkatheter. Die
Uberwachung der Heparinwirkung erfolgte durch wibdéie Bestimmung der Activated
Coagulation Time (ACT) (Hemochron® Incorporatiordigon, NY, USA) im Vollblut der
Patienten. Als unterer Grenzwert fur eine ausreideeHeparinisierung wurde ein ACT-Wert
von 400 s angesehen. Bei Bedarf wurden weitere d8giktionen von 5000-10000 IE
Heparin vorgenommen. Fur die extrakorporale Zirkakawurden eine Rollerpumpe (Stocker
Instrumente  GmbH, Mduinchen) und ein Membranoxygenatdledtronic Maxima®,
Medtronic Dusseldorf) verwendet. Um Blutkoagel uBdwebspartikel abzufangen, war im
arteriellen und ventsen Schenkel der Herzlungenmiascjeweils ein Filter mit einer
PorengrbRe von 4@n integriert. Das Schlauchsystem (Jostra, Hirrlimgeder
Herzlungenmaschine war unbeschichtet. Die Einlgitdes arterialisierten Blutes erfolgte
Uber die Aorta ascendens, die ventse Drainagediheriber das rechte Herzohr eingefuhrte
Zweistufenkandle.

Die extrakorporale Zirkulation wurde mit nicht pafgem Blutfluss und einem Strom-Zeit-
Volumen von 2,4 I/min/m2 Korperoberflache betriebekls Perfusionsdruck wurde ein
arterieller Mitteldruck zwischen 50 und 90 mmHg esitgebt. Dieser wurde gegebenenfalls
durch Zufuhr vasokonstriktorisch oder vasodilatatdr wirksamer Medikamente auf diesen
Bereich eingestellt. Ein wahrend der Bypassphafieetender Volumenmangel konnte durch
zusatzliches Nachfiullen von Gelatine-Lésung in ¢Herzlungenmaschine ausgeglichen
werden. Als unterer Grenzwert der H&amodilution veurdvahrend der Dauer des
kardiopulmonalen Bypass ein Hamatokritwert von 288gesehen, bei dessen Unterschreiten
die Transfusion von Erythrozytenkonzentraten etéolgNach Ende der extrakorporalen
Zirkulation wurde zur Wiederherstellung der Bluigeung, in Anhangigkeit von der zuvor
applizierten Heparinmenge, Protamin (Protamin R@&chddoffmann-La Roche AG,

Grenzach-Wyhlen), verdinnt in 100ml isotoner Kottiéaung infundiert. Ein ACT-Wert
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nach Protamingabe im Bereich des AusgangswertesHemaringabe + 20% wurde als
ausreichend fur die wiederhergestellte Blutgerimnuangesehen. Zur Optimierung der
Fullungsdricke und Unterstitzung der Myokardkoriititkt erhielten die Patienten im
Bedarfsfall wahrend und nach der Entwdhnung von detrakorporalen Zirkulation
Dobutamin- und/oder Noradrenalin-Infusionen bzwrdgjlycerin-Infusionen.

Zur Senkung des Sauerstoffverbrauchs wahrend deerDder extrakorporalen Zirkulation
wurde die aortokoronare Revaskularisation in maRigepothermie des Patienten
durchgefuhrt, wobei die Kihlung intern Gber einen®xygenator der Herzlungenmaschine
integrierten  Warmeaustauscher  (Medtronic, DussBldoerfolgte. Zur  weiteren
Myokardprotektion wurde unmittelbar nach Aortenapkinung und bei entlastetem linkem
Herzen antegrad gekuhlte kardioplegische LosungTi8&imas Lo6sung) in die Aortenwurzel
infundiert. Die dazu verwende Kantle diente dannveiteren Verlauf der Operation auch als

Aortic-Root-Vent zur Drainage des linken Ventrikels

3.3.2 Postoperative Uberwachung

Nach Ende der Operation wurden alle Patienten zaiteven Uberwachung auf die
kardiochirurgische Intensivstation verlegt. Die tdyg Therapie erfolgte auf Grundlage
klinischer beziehungsweise laborchemischer Gegantde nach den blichen

Behandlungsstandards durch die Kollegen der HeoraXthirurgie.

3.4 Untersuchungen zur Zytokinantwort

Ziel der Untersuchung war es, die spontane undldieh Endotoxin stimulierte Freisetzung
der pro- beziehungsweise antiinflammatorischen kg TNF — o und IL — 10 in
Abhangigkeit von der gewahlten Methode der NarkoBeahterhaltung im Zeitverlauf einer
aortokoronaren Revaskularisation unter Anwendung B&Z zu quantifizieren und
untereinander zu vergleichen.

Zu vier verschiedenen Messzeitpunkten wurde naohre&4-stiindigen ex-vivo Kultur im
Vollblutansatz die unstimulierte und die nach LRBr8lation erreichte Plasmakonzentration

von TNF —a und IL — 10 analysiert.
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3.4.1 Messzeitpunkte

Zu vier definierten Zeitpunkten wurden jeweils 10 Wollblut aus dem peripherarteriellen
Zugang entnommen.

* Messzeitpunkt 1 (T1): nach Narkoseeinleitung, vpefationsbeginn

* Messzeitpunkt 2 (T2): 20 min nach Beendigung deZ EK

* Messzeitpunkt 3 (T3): 6 Stunden postoperativ

* Messzeitpunkt 4 (T4): 24 Stunden postoperativ

3.4.2 Probenentnahmen

Die Entnahme der Blutproben erfolgte zu den obemageten Zeitpunkten in

Blutentnahmerthrchen der Firma Sarstedt (Lithiunpddan Sarstedt Monovette®, Firma
Sarstedt, Numbrecht). Jeweils unmittelbar nach Eietnahme der Blutproben folgte die
Weiterverarbeitung in Anlehnung an das 1991 vons@il und Mitarbeitern beschriebene
Vollblutprotokoll (123) mit Modifikationen wie bebkcdeben in Kleinschmidt et al. (68).

Abbildung 4 auf Seite 30 gibt eine schematischerglblet tiber den Untersuchungsablauf.

3.4.3 Labormaterialien

Das bakterielle Endotoxin sowie die in den Versucherwendeten Chemikalien wurden,
wenn nicht anders erwahnt, von Sigma Aldrich Chefhaufkirchen) bezogen und waren von

der hdchsten erhaltlichen Reinheit (molecular grade

3.4.4 Bakterientoxine

Zur Stimulation der Zytokinantwort wurde ein Lipdpsaccharid aus Escherichia coli
0111:B4 verwendet. In Voruntersuchungen war gezgmten, dass jg/ml LPS zu einer
maximalen Zytokinstimulation fuhrt (87).

3.4.5 Vollblutansatze

Die entnommenen Blutproben wurden im VerhaltnisrhibRoswell-Park-Memorial-Institute
(RPMI) 1640-Zellkulturmedium (PAA Laboratories GmpFasching, Osterreich) verdinnt.
Anschliel3end wurden sie in sterile, pyrogenfreidkaéurplatten (Cellstar®, Greiner Bio-
One International AG, Kremsmunster, Osterreichijuadtiert (2,5 ml pro Well). Aus zwei
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parallelen Versuchsansatzen erfolgte nach 24-sjgndiultur die Bestimmung der spontanen
sowie der LPS-stimulierten Zytokinfreisetzung.

Die nichtstimulierten Aliquoten wurden bei 37°Camer Atmosphare mit 5% GQind 95%
Luftfeuchtigkeit inkubiert. Um einen Ausgangswett gewinnen, wurde nach einstindiger
Inkubation das Plasma aus einem der Wells entnomdieiiibrigen verblieben fur weitere 23
Stunden im Inkubator. Nach Ablauf der Inkubationmszeurde das uberstehende Plasma
abpippettiert und bis zur Messung der Zytokinkonmzgion mittels Enzyme linked
immunosorbent assay (ELISA) bei -70° C tiefgefroren

Zur Bestimmung des Effekts der Endotoxinstimulatisrurden die Aliquoten nach
einstindiger Inkubation unter den oben beschrigbeBedingungen mit lug/ml LPS
(Escherichia coli 0111:B4) versetzt.

Nach Inkubation fur weitere 23 Stunden wurde elenéias Uberstehende Plasma abpipettiert
und bis zur Durchfiihrung der ELISA bei -70°C auflaéw.
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55 Patienten zur aortokoronaren Revaskularisation, randomisiert in 3 Gruppen
(17 Sevofluran, 19 Desfluran, 19 Propofol)

A 4 A 4 A 4

Messzeitpunkt T1 Messzeitpunkt T2 Messzeitpunkt T3 Messzeitpunkt T4
Nach 20 min nach 6 h postoperativ 24 h postoperativ
Narkoseeinleitung, Beendigung der
vor EKZ
Operationsbeginn

Blutentnahme (Lithium-Heparin-Monovette®) aus einer peripheren Arterie

Verdinnung des Blutes im Verhaltnis 1:5 mit RPMI-Kulturmedium
Vollblutansatz nach Wilson et al.

1 h Inkubation bei 37°C und 5% CO,

— ] T

Abnahme des Zeitkontrolle ohne Stimulation mit 1 pg/mi
Uberstehenden Stimulation Lipopolysaccharid (LPS)
Plasmas und
Aufbewahrung bei
-70<C bis zur v A 4
Durchfiihrung der 23 h Inkubation bei 37°C und 5% CO ,
ELISA
A 4

Abnahme des Uberstehenden Plasmas und Aufbewahrung
bei -70C bis zur Durchfiihrung der ELISA

A 4 A 4

Bestimmung der Zytokine IL-10 und TNF-a mit spezifischen ELISA-Verfahren

Abbildung 4: Schematische Darstellung des Versuchsablaufs
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3.4.6 ELISA-Messung der Zytokinkonzentrationen

Alle Zytokinbestimmungen erfolgten innerhalb von xmaal 6 Monaten nach der
Probenentnahme. Die Bestimmung der Zytokine TNFe uind IL — 10 erfolgte mit

spezifischen kommerziell erhaltlichen ELISA-Kitsrdéirma BD Biosciences, San Diego,
USA gemal3 der vom Hersteller angegebenen AnalysstecDie Untersuchung basiert auf
dem so genannten Sandwich-Prinzip, bei dem dasegtinbmende Antigen zwischen zwei

Antikdrpern eingebettet wird (Abbildung 5).

Peroxidase

Antikorper 2

<@ O -

Antikorper 1 (Capture)

Vertiefungen der Mikrotiterplatte

Abbildung 5: Schematische Darstellung des Sandwich-Prinzips

Am Boden einer Mikrotiterplatte wird ein gegen das bestimmende Antigen gerichteter
monoklonaler Capture Antikorper aufgebracht. Dieanalysierenden Plasmaproben werden
hinzupipettiert, woraufhin der spezifische CaptArdgikdrper eine Verbindung mit dem
Epitop des zu bestimmenden Zytokins eingeht. Ungeéne Proteine werden durch einen
Waschvorgang entfernt. Ein zweiter, enzymgekoppeReroxidase Antikdrper wird
aufgetragen und bindet an ein weiteres Epitop dssighten Zytokins. Nicht gebundener
Antikdrper wird durch einen Waschvorgang nach Ablaner spezifischen Inkubationszeit
entfernt. Durch Zusatz einer peroxidaseabhangigehbst&atlosung kommt es zu einer
Farbreaktion, die proportional zur Menge des gebuoed Zytokin ist. Nach Verstreichen
einer temperaturabhangigen Inkubationszeit vonl&bis 30 min unter Ausschluss des
Tageslichtes, wird die Farbreaktion durch das Hingen von 1 molarer Schwefelsdure
gestoppt. Der Farbumschlag wird in einem ELISA-ReadELXx800™ Absorbance
Microplate Reader, BIioTEK® Instruments GmbH Bad eBrichshall) photometrisch
gemessen und unter Verwendung entsprechender $eflBaoTEK Gen5™) ausgewertet.
Zur Ermittlung der Standardkurve dient eine in elisten beiden Reihen der Mikrotiterplatte
aufgebrachte Verdiinnungsreihe von rekombinantem ¥&lEnd IL — 10.
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Nach Stimulation mit LPS steigt die Menge an Zytoki groRem Maf3e an. Um im linearen
Bereich der Standardkurve der Assays zu bleibemgevudie LPS stimulierten Proben zur
Bestimmung von TNF —o vor der Messung 1:10 mit Waschpuffer verdinnt. Der
Verdunnungsfaktor wurde anschlieend bei der Bewauip der Zytokinkonzentration
berticksichtigt. Die Proben zur Bestimmung von IlLG-sowie die nichtstimulierten Proben
blieben unverdinnt. Nach Herstellerangaben lagrdremale messbare Konzentration bei 2
pa/ml fur TNF —a und bei 5 pg/ml fur IL — 10.

3.5 Statistik

Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte in Zusammimimit dem Institut fur Medizinische
Biometrie, Epidemioloigie und Medizinische Infornkater Universitat des Saarlandes und
dem Statistikprogramm SigmaStat® 3.1. (Jandel $itigrSan Raphael, USA).

Nach Prifung auf Normalverteilung, durch den Kolmragv-Smirnow-Test, wurden die
unterschiedlichen Zytokinexpressionen zwischen wEschiedenen Narkoseverfahren, mit
One Way Analysis of Variance miteinander verglicheWwaren die Kriterien zur
Durchfihrung parametrischer Testverfahren nichilkerivurde der Kruskal-Wallis One Way
Analysis of Variance on Ranks durchgefiihrt. Detlichie Verlauf der Zytokinfreisetzung
innerhalb einer Narkosegruppe erfolgte mittels Qkay Repeated Measure Analysis of
Variance on Ranks. Waren die Kriterien zur Durchiiily parametrischer Testverfahren nicht
erfullt, wurde die Friedman Repeated Measure Asislyf Variance on Ranks durchgefihrt.
Das Signifikanzniveau wurde auf p<0,05 festgel&gifern nicht anders angegeben, wurden
die Daten als arithmetische MittelwerteStandardabweichung (MW SD) dargestellt. Die
graphische Darstellung der Ergebnisse erfolgteetsittines Graphikprogramms (SigmaPlot®
9.0, Jandel Scientific, San Raphael, USA).
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4 Ergebnisse

Im Folgenden werden die Ergebnisse der unstimahefreisetzung von TNFe-und IL —
10 nach 1 Stunde und nach 24 Stunden Inkubatidnsaeie der durch LPS stimulierten
Freisetzung von TNF & und IL — 10 nach 24 Stunden Inkubation im periapeen Verlauf

einer aortokoronaren Revaskularisation dargestellt.

4.1 Demographische und biometrische Daten

Die in die Untersuchung einbezogenen Personengemptigren ein typisches Kollektiv von
Patienten zur  aortokoronaren Revaskularisation mitien entsprechenden
erkrankungsspezifischen Risikofaktoren, jedoch adpezielle Begleiterkrankungen.

In die Untersuchung wurden insgesamt 63 Patieniageschlossen, davon 20 in die
Sevoflurangruppe, 21 in die Desflurangruppe und @1 die Propofolgruppe. 8
Studienpatienten wurden aufgrund der inkompletiolegimen Daten von der statistischen
Auswertung ausgeschlossen. Daher erfolgte diesssathe Auswertung an einem Kollektiv
von insgesamt 55 Probanden, 19 in der Propofolgrup in der Desflurangruppe und 17 in
der Sevoflurangruppe (Diagramm 1, Seite 34).

Die demographischen, biometrischen und operatiaugisnen Daten sind in Tabelle 1(Seite
34) dargestellt.

In den 3 Untersuchungsgruppen fanden sich keineifigignten Unterschiede hinsichtlich
Alter, Koérpergewicht und KérpergroRe. Auch die Gdschterverteilung war in allen 3
Untersuchungsgruppen vergleichbar, wobei jeweigmiBkant mehr Manner als Frauen
eingeschlossen waren (p<0,05). Die praoperativiroegen Ejektionsfraktionen waren in den
3 Untersuchungsgruppen nicht signifikant verschiedi@e operationsbezogenen Daten, wie
Aortenklemmzeit, EKZ-Dauer und Operationsdauergtesi ebenfalls keine signifikanten

Unterschiede.
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Eingeschlossene Patienten

n=63
v v v
Propofol Desfluran Sevofluran
n=21 n=20 n=22
A
Patienten mit inkompletten Daten
n=_8
A 4 A A 4
Propofol Desfluran Sevofluran
n=19 n=19 n=17

Diagramm 1: Flussdiagramm zur Aufgliederung der ein

geschlossenen Patienten

Gesamt

Propofol Desfluran Sevofluran
Anzahl [n] 95 19 19 17
Geschlecht [m/w] 45/10 15/4 * 16/3 * 14/3 *

Alter [Jahre] 625+1,2 64,2 +2,3 615+19 60,3+1,9

Kdrpergrof3e [cm] 1721 172+2 172+ 2 1732
Korpergewicht [kg] 84,9+1,7 85,8+29 83,3+3,0 84,935
Ejektionsfraktion [%] 66,4 +1,7 66,1 +25 65,9+2,8 65,1 +4,0
EKZ-Dauer [min] 75,4+ 27 75,0 £ 3,70 75,2+5,0 75,9+54
Aortenklemmzeit [min] 50,2 +1,9 47,84 +25 51,0+ 3,3 52,0+4,3
Operationsdauer [min] 195,6 £4,7 185,7£8,5 205,8 £6,7 195,1+£9,0

Tabelle 1: Demographische, biometrische und operat

* p<0,05 Manner vs. Frauen
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4.2 Untersuchungen zur Zytokinantwort

Nachfolgend werden die durch ELISA-Messungen eeft@ih TNF —a und IL — 10
Konzentrationen an den unterschiedlichen Messzdiipn ohne und mit LPS-Stimulation

dargestellt.

Die graphische Darstellung der Ergebnisse erfodgtden 1 und 24 Stunden Werten mittels
Scatter Plot, bei den mit LPS stimulierten Ergedes mittels Box-Plot. Auf der Ordinate
erfolgt die Darstellung der gemessenen Konzentratian pg/ml, auf der Abszisse werden
die Messzeitpunkte T1 — T4 abgebildet. Zur bessevemanschaulichung erfolgt die
Darstellung farbcodiert: Die Propofolgruppe wird lipeau, die Desflurangruppe in

dunkelgrau und die Sevoflurangruppe weil3 bzw. vgetdaffiert dargestellt.
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4.2.1 Tumornekrosefaktor — alpha

4.2.1.1 Unstimulierte TNF — o Konzentration nach 1 h Inkubation des Vollblutansa  tzes
Die folgende Abbildung zeigt den spontanen Verldat proinflammatorischen Zytokins

TNF —a, nach einstindiger Inkubation des Vollblutansatzes

25 -
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Abbildung 6: spontane TNF — o Konzentration [pg/ml] nach 1 h Inkubation. Darstel lung als MW
+ SD. T1: nach Narkoseeinleitung, T2: 20 min nach E  KZ, T3: 6h postoperativ, T4: 24h
postoperativ

In den unstimulierten Proben konnten nach einsgerdinkubation nur bei weniger als vier
Patienten pro Gruppe und Blutentnahmezeitpunkt ba@ssKonzentrationen von TNF o
Uber der Detektionsgrenze des ELISA's gefunden evereEs zeigten sich teilweise grol3e
intra- und interindividuelle Unterschiede in demmgssenen Zytokinkonzentrationen.

Bei Analyse des zeitlichen Verlaufs der einzelneasbkeitpunkte T1 bis T4 fanden sich
keine signifikanten Anderungen der Zytokinkonzetibreen (Tabelle 2, Seite 37). Auch
zwischen den drei gewdahlten Narkoseverfahren mipéfol, Desfluran und Sevofluran
fanden sich an keinem der vier Messzeitpunktezekfgusignifikante Unterschiede (Tabelle

3, Seite 37).
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Narkoseverfahren Messzeitpunkt n TNF — a [pg/ml] Signifikanz
Tl 3 3,644 + 2,746
T2 2 0,0870 £ 0,077
Propofolgruppe ns
T3 2 0,303 + 0,259
T4 2 0,0135 + 0,010
Tl 1 0,114 +0,114
T2 1 0,243 +£ 0,243
Desflurangruppe ns
T3 1 0,649 + 0,649
T4 3 0,961 + 0,736
Tl 0 0,000 + 0,000
T2 1 1,248 +1,248
Sevoflurangruppe ns
T3 0 0,000 + 0,000
T4 1 0,359 + 0,359
Tabelle 2: spontane TNF — a Konzentrationen nach 1 h Inkubation. Darstellunga Is MW £ SD; n =

Anzahl der Seren mit messbarer Zytokinsynthese, ns = nicht signifikant. T1: nach
Narkoseeinleitung, T2: 20 min nach EKZ, T3: 6h post  operativ, T4: 24h postoperativ
Messzeitpunkt ~ Narkoseverfahren TNF - o [pg/ml] p Signifikanz
Propofolgruppe 3,644 + 2,746
ns
T1 Desflurangruppe 0,114 + 0,114 0176
Sevoflurangruppe 0,000 + 0,000
Propofolgruppe 0,0870 + 0,077
T2 Desflurangruppe 0,243 + 0,243 0.837 ns
Sevoflurangruppe 1,248 +1,248
Propofolgruppe 0,303 + 0,259
T3 Desflurangruppe 0,649 + 0,649 0,402 ns
Sevoflurangruppe 0,000 + 0,000
Propofolgruppe 0,0135 + 0,010
T4 Desflurangruppe 0,961 + 0,736 0.598 ns
Sevoflurangruppe 0,359 + 0,359

den einzelnen Narkoseverfahren zum
kanzniveau p<0,05, ns = nicht signifikant. T1:
postoperativ, T4: 24h postoperativ

Tabelle 3: Darstellung der Varianzanalyse zwischen
Zeitpunkt T 1 — 4. Darstellung als MW + SD; Signifi
nach Narkoseeinleitung, T2: 20 min nach EKZ, T3: 6h
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4.2.1.2 Unstimulierte TNF — o Konzentration nach 24 h Inkubation des
Vollblutansatzes

In der folgenden Abbildung sind die spontanen TNEKonzentrationen nach 24 - stindiger

Kultur im Vollblutansatz dargestellt.
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Abbildung 7: spontane TNF — a Konzentration [pg/ml] nach 24 h Inkubation. Darste  llung als
MW + SD. T1: nach Narkoseeinleitung, T2: 20 min nac h EKZ, T3: 6h postoperativ, T4: 24h
postoperativ

Auch nach 24 Stunden Inkubation wurden nur bei g&nals der Halfte aller untersuchten
Patienten messbare Zytokinkonzentrationen oberti@tbELISA Detektionsgrenze erreicht.
Dabei waren die messbaren TNF o—Konzentrationen im Vergleich zur einstindigen
Inkubation auf etwa das zehn- bis zwanzigfache stregen. Es zeigten sich weiter grol3e
intra- und interindividuelle Unterschiede.

Auch nach 24 Stunden Inkubationszeit kam es zuekeisignifikanten Anderungen der
Zytokinkonzentrationen im Verlauf der einzelnen Blastpunkte T1 bis T4 (Tabelle 4, Seite
39). Zwischen den drei gewahlten Narkoseverfahreab gs an keinem der vier

Blutentnahmezeitpunkte signifikante Unterschiedab@le 5, Seite 39).
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Narkoseverfahren Messzeitpunkt n TNF — a [pg/ml] Signifikanz
T1 6 2,134 £ 0,943
T2 5 2,583 +1,219

Propofolgruppe ns

T3 4 3,766 + 2,274
T4 7 1,563 + 0,676
T1 5 25,119 + 12,094
T2 2 0,651 + 0,467

Desflurangruppe ns
T3 5 20,082 + 10,829
T4 5 9,626 + 4,424
T1 4 25,441 + 16,430
T2 3 4,418 + 3,343

Sevoflurangruppe ns
T3 5 9,921 + 6,344
T4 6 22,343 £ 16,306

Tabelle 4: spontane TNF — a Konzentrationen nach 24 h Inkubation. Darstellung als MW £ SD; n =
Anzahl der Seren mit messbarer Zytokinsynthese, ns = nicht signifikant. T1: nach
Narkoseeinleitung, T2: 20 min nach EKZ, T3: 6h post  operativ, T4: 24h postoperativ

Messzeitpunkt ~ Narkoseverfahren TNF — o [pg/ml] p Signifikanz
Propofolgruppe 2,134 + 0,943
ns
T1 Desflurangruppe 25,119 + 12,094 0,980
Sevoflurangruppe 25,441 + 16,430
Propofolgruppe 2,583 +1,219
T2 Desflurangruppe 0,651 + 0,467 0.416 ns
Sevoflurangruppe 4,418 + 3,343
Propofolgruppe 3,766 + 2,274
ns
T3 Desflurangruppe 20,082 + 10,829 0,773
Sevoflurangruppe 9,921 + 6,344
Propofolgruppe 1,563 £ 0,676
T4 Desflurangruppe 9,626 + 4,424 0,792 ns
Sevoflurangruppe 22,343 + 16,306

Tabelle 5: Darstellung der Varianzanalyse zwischen den einzelnen Narkoseverfahren zum
Zeitpunkt T 1 — 4. Darstellung als MW + SD; Signifi  kanzniveau p<0,05, ns = nicht signifikant. T1:
nach Narkoseeinleitung, T2: 20 min nach EKZ, T3: 6h  postoperativ, T4: 24h postoperativ
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4.2.1.3 TNF — a Konzentration nach ex-vivo Stimulation mit LPS
In der folgenden Abbildung sind die TNFo—Konzentrationen nach ex-vivo Stimulation mit

LPS und anschlielRender 24 - stiindiger Inkubatemn\tllblutansatzes dargestellt.
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Abbildung 8: TNF — a Konzentration [pg/ml] nach Stimulation mit LPS und nachfolgender 24 h
Inkubation. Ein Stern markiert einen signifikanten Unterschied zum Messzeitpunkt T1, eine Raute
markiert einen signifikanten Unterschied zum Messze  itpunkt T4. Signifikanzniveau p<0,05. T1:
nach Narkoseeinleitung, T2: 20 min nach EKZ, T3: 6h  postoperativ, T4: 24h postoperativ

Nach Stimulation mit LPS und nachfolgender Inkutratder Vollblutansatze fir 24 Stunden
fand sich zum Zeitpunkt T1 (direkt nach Narkosestahg) im Vergleich zu den unstimulierten
Proben ein expotentieller Anstieg der TN Konzentration um das ca. 40 bis 50 fache. Zum
Zeitpunkt T2 (20 min nach EKZ) zeigte sich flur afleei untersuchten Narkoseverfahren ein
hoch signifikanter Abfall der TNF -« Konzentration im Vergleich zum Ausgangswert T1
(Propofol- und Desflurangruppe: p<0,001; Sevoflgrappe: p<0,05). 6 h postoperativ (T3)
kam es zwar in allen untersuchten Gruppen zu eilgchten Wiederanstieg der TNF o
Konzentrationen, die aber im Vergleich zum Ausgaregs immer noch signifikant erniedrigt
waren (Propofol- und Desflurangruppe: p<0,001; Savangruppe: p<0,05). Wahrend unter
einer Narkosefuhrung mit Propofol und Sevoflurae GNF —o Konzentration zum Zeitpunkt
T4 (24 h nach EKZ) nahezu die Ausgangswerte zuntpdekt T1 erreichten und sich von
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diesen nicht signifikant unterschieden, blieben diBIF — o Konzentrationen in der
Desflurangruppe weiterhin signifikant reduziert ¢p801) (Tabelle 6+7, Seite 41+42).

Wurden die nach LPS-Stimulation erreichten TNk Konzentrationen an den Messzeitpunkten
Tl — T4 zwischen den Narkoseverfahren verglichemdén sich zu keinem Zeitpunkt
signifikante Unterschiede (Tabelle 8, Seite 42).

Narkoseverfahren Messzeitpunkt n TNF - o [pg/ml]
T1 19 2353,614 + 288,235
T2 17 707,287 + 145,766
Propofolgruppe
T3 19 800,459 + 108,076
T4 19 1618,182 + 221,324
T1 19 2450,397 + 312,064
T2 17 883,581 + 23,393
Desflurangruppe
T3 19 901,474 + 213,511
T4 19 969,713 + 211,968
T1 17 2128,231 £ 419,603
T2 12 353,189 + 84,058
Sevoflurangruppe
T3 17 512,314 + 93,135
T4 17 1038,858 + 194,684

Tabelle 6 : TNF — a Konzentrationen nach LPS-Stimulation und anschlieR  ender Inkubation flr 24
h. Darstellung als MW = SD; n = Anzahl der Seren mi t messbarer Zytokinsynthese. T1: nach
Narkoseeinleitung, T2: 20 min nach EKZ, T3: 6h post  operativ, T4: 24h postoperativ
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Narkoseverfahren Messzeitpunkt p-Wert Signifikanz
Tlvs. T2 0,0001 Sig
T1lvs. T3 0,0001 Sig
T1lvs. T4 0,053 ns

Propofolgruppe
T4 vs. T2 0,003 Sig
T4 vs. T3 0,0001 sig
T3vs. T2 1,000 ns
Tlvs. T2 0,0001 sig
T1lvs. T3 0,0001 sig
Tlvs. T4 0,001 sig
Desflurangruppe

T4 vs. T2 1,00 ns
T4vs. T3 1,00 ns
T3vs. T2 1,00 ns
Tlvs. T2 0,006 sig
T1lvs. T3 0,016 sig
Tlvs. T4 0,215 ns

Sevoflurangruppe
T4 vs. T2 0,012 sig
T4vs. T3 0,061 ns
T3vs. T2 0,076 ns

T4 fir die einzelnen Narkoseverfahren. Im

Tabelle 7: Darstellung des zeitlichen Verlaufs T1 —

Sevoflurangruppe

1038,858 + 194,684

paarweisen Vergleich, basierend auf den geschatzten Randmitteln.  Anpassung fir
Mehrfachvergleiche: Bonferroni. Signifikanzniveau p <0,05. T1: nach Narkoseeinleitung, T2: 20
min nach EKZ, T3: 6h postoperativ, T4: 24h postoper  ativ
Messzeitpunkt ~ Narkoseverfahren TNF — o [pg/ml] p Signifikanz
Propofolgruppe 2353,614 + 288,235
T1 Desflurangruppe 2450,397 + 312,064 0,379 ns
Sevoflurangruppe 2128,231 + 419,603
Propofolgruppe 707,287 + 145,766
T2 Desflurangruppe 883,581 + 23,393 0.125 ns
Sevoflurangruppe 353,189 + 84,058
Propofolgruppe 800,459 + 108,076
T3 Desflurangruppe 901,474 + 213,511 0.235 ns
Sevoflurangruppe 512,314 + 93,135
Propofolgruppe 1618,182 + 221,324
T4 Desflurangruppe 969,713 + 211,968 0,060 ns

den einzelnen Narkoseverfahren zum

Tabelle 8: Darstellung der Varianzanalyse zwischen
Zeitpunkt T 1 — 4. Darstellung als MW = SD; Signif  ikanzniveau p<0,05, ns = nicht signifikant. T1:
nach Narkoseeinleitung, T2: 20 min nach EKZ, T3: 6h  postoperativ, T4: 24h postoperativ
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4.2.2 Interleukin — 10

4.2.2.1 Unstimulierte IL — 10 Konzentration nach 1 h Inkubation
In der folgenden Abbildung sind die spontanen IL18- Konzentrationen im Blut nach

einstundiger Kultur im Vollblutansatz dargestellt.
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Abbildung 9: spontane IL — 10 Konzentration [pg/ml] nach 1 h Inkubation. Darstellung als MW +
SD. T1: nach Narkoseeinleitung, T2: 20 min nach EKZ , T3: 6h postoperativ, T4: 24h
postoperativ

Im unstimulierten Vollblutansatz konnten nach Inkubation direkt nach Narkoseeinleitung
(T1) nur bei weniger als funf Patienten pro Unteraingsgruppe messbare Konzentrationen
von IL — 10 Uber der Detekionsgrenze festgesteditden. 20 min nach EKZ (T2) fand sich
unabhangig vom gewahlten Narkoseverfahren einetargider IL — 10 Konzentrationen um
das bis zu 20 fache von den Ausgangswerten. Begderessenen Einzelwerten zeigten sich
dabei teilweise grofRRe intra- und interindividuelldnterschiede in den gemessenen
Zytokinkonzentrationen.

Bei Analyse der zeitlichen Verlaufe T1 bis T4 zemgtsich innerhalb der einzelnen
Narkoseverfahren Propofol, Desfluran und Sevoflikaine signifikanten Veranderungen der
IL — 10 Konzentrationen (Tabelle 9, Seite 43). Auphischen den drei verschiedenen
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Narkoseverfahren gab es zu den vier untersuchtessMépunktezeitpunkte T1 bis T4

keinerlei signifikante Unterschiede (Tabelle 10).

Narkoseverfahren Messzeitpunkt n IL — 10 [pg/ml] Signifikanz
T1 1 0,857 +0,0857
T2 8 10,964 + 5,995

Propofolgruppe ns

T3 6 1,356 + 0,680
T4 9 8,378 £4,179
T1 3 1,269 £ 0,779
T2 9 19,839 + 10,233

Desflurangruppe ns
T3 5 1,948 £ 0,917
T4 7 2,446 +£1,034
T1 4 0,552 + 0,265
T2 6 10,037 + 3,898

Sevoflurangruppe ns
T3 4 2,456 £ 1,613
T4 8 5,313 £ 2,633

Tabelle 9: spontane IL — 10 Konzentrationen nach 1 h Inkubation. Darstellung als MW + SD; n =
Anzahl der Seren mit messbarer Zytokinsynthese, ns = nicht signifikant. T1: nach
Narkoseeinleitung, T2: 20 min nach EKZ, T3: 6h post  operativ, T4: 24h postoperativ

Messzeitpunkt ~ Narkoseverfahren IL — 10 [pg/ml] p Signifikanz
Propofolgruppe 0,857 +0,0857
T1 Desflurangruppe 1,269 £0,779 0.307 ns
Sevoflurangruppe 0,552 + 0,265
Propofolgruppe 10,964 + 5,995
T2 Desflurangruppe 19,839 £ 10,233 0.856 ns
Sevoflurangruppe 10,037 + 3,898
Propofolgruppe 1,356 £ 0,680
T3 Desflurangruppe 1,948 £ 0,917 0,984 ns
Sevoflurangruppe 2,456 + 1,613
Propofolgruppe 8,378 +4,179
T4 Desflurangruppe 2,446 +1,034 0.691 ns
Sevoflurangruppe 5,313 + 2,633
Tabelle 10: Darstellung der Varianzanalyse zwischen den einzelnen Narkoseverfahren zum

Zeitpunkt T 1 — 4. Darstellung als MW = SD; Signi fikanzniveau p<0,05, ns = nicht signifikant. T1:
nach Narkoseeinleitung, T2: 20 min nach EKZ, T3: 6h  postoperativ, T4: 24h postoperativ
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4.2.2.2 Unstimulierte IL — 10 Konzentration nach 24  h Inkubation
In der folgenden Abbildung sind die spontanen ILO-Konzentrationen nach 24 h Kultur im

Vollblutansatz dargestellt.
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Abbildung 10: spontane IL — 10 Konzentration [pg/ml ] nach 24 h Inkubation. Darstellung als
MW + SD. T1: nach Narkoseeinleitung, T2: 20 min nac  h EKZ, T3: 6h postoperativ, T4: 24h
postoperativ

Nach 24 - stiindiger Inkubation konnte zu allen ddtead Messzeitpunkten bei etwas weniger
als der Halfte aller Patienten eine messbare ILO-Alisschittung festgestellt werden. Es
zeigten sich teilweise grol3e intra- und interindidglle Unterschiede in den gemessenen
Zytokinkonzentrationen. Auch nach 24 h Inkubatiagigz sich 20 min nach EKZ (T2)
unabhanig vom gewahlten Narkoseverfahren ein Agstex IL — 10 Konzentrationen um das
bis zu 20 fache vom Ausgangswert, jedoch ohne dasfiRanzniveau zu Uberschreiten. Es
zeigten sich, keine signifikanten Anderungen detoKipkonzentrationen im Verlauf der
einzelnen Messzeitpunkte T1 bis T4 (Tabelle 111eS46). Zwischen den drei gewdahlten
Narkoseverfahren gab es an keinem der vier Blutddmiezeitpunkte signifikante
Unterschiede (Tabelle 12, Seite 46).
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Narkoseverfahren Messzeitpunkt n IL — 10 [pg/ml] Signifikanz
Tl 5 1,423 £ 0,670
T2 10 12,205 + 5,566

Propofolgruppe ns

T3 6 1,409 £ 0,580
T4 13 9,434 + 3,093
Tl 5 2,277 £ 0,947
T2 9 13,021 + 6,010

Desflurangruppe ns
T3 6 2,494 + 1,291
T4 7 2,847 £1,134
Tl 6 7,184 £ 5,599
T2 11 18,399 + 6,394

Sevoflurangruppe ns
T3 5 12,273 + 10,030
T4 8 8,294 + 3,162

Tabelle 11: spontane IL — 10 Konzentrationen nach 2 4 h Inkubation. Darstellung als MW + SD; n =
Anzahl der Seren mit messbarer Zytokinsynthese, ns = nicht signifikant. T1: nach
Narkoseeinleitung, T2: 20 min nach EKZ, T3: 6h post  operativ, T4: 24h postoperativ

Messzeitpunkt ~ Narkoseverfahren IL — 10 [pg/ml] p Signifikanz
Propofolgruppe 1,423 £ 0,670
T1 Desflurangruppe 2,277 £ 0,947 0.774 ns
Sevoflurangruppe 7,184 + 5,599
Propofolgruppe 12,205 + 5,566
T2 Desflurangruppe 13,021 £ 6,010 0.483 ns
Sevoflurangruppe 18,399 £ 6,394
Propofolgruppe 1,409 £ 0,580
T3 Desflurangruppe 2,494 + 1,291 0,972 ns
Sevoflurangruppe 12,273 £10,030
Propofolgruppe 9,434 + 3,093
T4 Desflurangruppe 2,847 +1,134 0,197 ns
Sevoflurangruppe 8,294 + 3,162
Tabelle 12: Darstellung der Varianzanalyse zwischen den einzelnen Narkoseverfahren zum

Zeitpunkt T 1 — 4. Darstellung als MW = SD; Signifi  kanzniveau p<0,05, ns = nicht signifikant. T1:
nach Narkoseeinleitung, T2: 20 min nach EKZ, T3: 6h  postoperativ, T4: 24h postoperativ
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4.2.2.3 IL - 10 Konzentration nach ex-vivo Stimulat  ion mit LPS
In der folgenden Abbildung sind die IL — 10 Konzatibnen im Blut nach ex-vivo

Stimulation mit LPS und anschlieRender 24 - stiediultur im Vollblutansatz dargestelit.
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bbildung 11: IL — 10 Konzentration [pg/ml] nach Sti  mulation mit LPS und nachfolgender 24 h
Inkubation. Ein Stern markiert einen signifikanten Unterschied zum Messzeitpunkt T1, eine Raute

markiert einen signifikanten Unterschied zum Messze  itpunkt T4. Signifikanzniveau p<0,05. T1:
nach Narkoseeinleitung, T2: 20 min nach EKZ, T3: 6h  postoperativ, T4: 24h postoperativ

Nach Stimulation mit LPS und nachfolgender Inkutratder Vollblutansatze fir 24 Stunden
kam es zum Zeitpunkt T1 (direkt nach Narkoseeinig{ Referenzwert) gegeniber den
unstimulierten Proben zu einem expotentiellen Asgstier IL — 10 Konzentration, um das ca.
30 bis 40 fache. Zum Zeitpunkt T2 (20 min nach EKE)gte sich fur alle drei untersuchten
Narkoseverfahren ein hoch signifikanter Abfall der— 10 Konzentration im Vergleich zu
Ausgangswert T1 (Propofol-, Desfluran- und Sevaihgruppe: p<0,001). 6 h postoperativ
(T3) kam es in allen untersuchten Gruppen zu eitgohten Wiederanstieg der IL — 10
Konzentration, der allerdings in allen drei untergen Narkosegruppen zum Ausgangswert T1
signifikant erniedrigt blieb (Propofolgruppe p<02)2 Desflurangruppe: p<0,03 und
Sevoflurangruppe: p<0,003).
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Narkoseverfahren Messzeitpunkt n IL — 10 [pg/ml]
Tl 19 460,401+ 50,926
T2 17 126,515 + 18,899
Propofolgruppe
T3 19 275,009 + 33,996
T4 19 491,532 + 46,375
Tl 19 560,233 + 88,135
T2 17 197,316 + 43,896
Desflurangruppe
T3 19 326,955 + 44,032
T4 19 447,575 £ 70,534
Tl 17 447,421 + 52,453
T2 12 126,054 + 32,176
Sevoflurangruppe
T3 17 269,228 + 53,214
T4 19 410,301 + 69,140

Tabelle 13: Tabelle 6 : IL — 10 Konzentrationen nac h LPS-Stimulation und anschlieRender
Inkubation fur 24 h. Darstellung als MW + SD; n = A nzahl der Seren mit messbarer
Zytokinsynthese. T1: nach Narkoseeinleitung, T2: 20 min nach EKZ, T3: 6h postoperativ, T4: 24h
postoperativ

Narkoseverfahren Messzeitpunkt p-Wert Signifikanz
Tlvs. T2 0,0001 sig
T1lvs. T3 0,022 sig
Tlvs. T4 1,00 ns

Propofolgruppe

T4 vs. T2 0,0001 Sig
T4 vs. T3 0,001 sig
T3vs. T2 0,001 sig
Tlvs. T2 0,0001 sig
T1lvs. T3 0,030 sig
Tlvs. T4 1,00 ns

Desflurangruppe
T4 vs. T2 0,002 sig
T4vs. T3 0,058 ns
T3vs. T2 0,025 sig
Tlvs. T2 0,001 sig
Tlvs. T3 0,003 sig
Tlvs. T4 0,727 ns

Sevoflurangruppe
T4 vs. T2 0,028 sig
T4 vs. T3 0,251 ns
T3vs. T2 0,020 sig

Tabelle 14: Darstellung des zeitlichen Verlaufs T1 — T4 fur die einzelnen Narkoseverfahren. Im
paarweisen Vergleich, basierend auf den geschatzten Randmitteln. Anpassung fir

Mehrfachvergleiche: Bonferroni. Signifikanzniveau p <0,05. T1: nach Narkoseeinleitung, T2: 20
min nach EKZ, T3: 6h postoperativ, T4: 24h postoper  ativ

48



Ergebnisse

In allen untersuchten Gruppen kam es 24 h nach EKHY zu einem Wiederanstieg der

Zytokinwerte auf das Ausgangsniveau (Tabelle 1838 und Tabelle 14 Seite 49). Zwischen

den drei gewahlten Narkoseverfahren mit Propofesfiiran und Sevofluran, zeigten sich an
keinem der Messzeitpunktezeitpunkte T1 bis T4 fkpmte Unterschiede (Tabelle 14+15,

Seite 49).
Messzeitpunkt  Narkoseverfahren IL — 10 [pg/ml] p Signifikanz

Propofolgruppe 460,401+ 50,926

T1 Desflurangruppe 560,233 + 88,135 0,927 ns
Sevoflurangruppe 447,421 + 52,453
Propofolgruppe 126,515 + 18,899

T2 Desflurangruppe 197,316 + 43,896 0,350 ns
Sevoflurangruppe 126,054 £ 32,176
Propofolgruppe 275,009 * 33,996

T3 Desflurangruppe 326,955 * 44,032 0,590 ns
Sevoflurangruppe 269,228 + 53,214
Propofolgruppe 491,532 + 46,375

T4 Desflurangruppe 447,575 + 70,534 0,235 ns

Sevoflurangruppe

410,301 + 69,140

Tabelle 15: Darstellung der Varianzanalyse zwischen
Zeitpunkt T 1 — 4. Darstellung als MW + SD; Signifi
nach Narkoseeinleitung, T2: 20 min nach EKZ, T3: 6h

49

den einzelnen Narkoseverfahren zum
kanzniveau p<0,05, ns = nicht signifikant. T1:
postoperativ, T4: 24h postoperativ
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5 Diskussion

Die vorliegende Arbeit hatte zum Ziel, verschiedeNarkoseverfahren mit Propofol,
Desfluran und Sevofluran auf die Freisetzung detokige TNF —o und IL — 10 bei
aortokoronaren Bypassoperationen unter Anwendurrg Hezlungenmaschine in einem
Zeitraum von 20 min nach EKZ bis 24 h postoperatiwntersuchen.

Da die Reaktion der PBMC auf einen zweiten Stimeingn entscheidenden Einfluss auf das
Outcome der Patienten hat, wurde neben der Mesdengpontanen Zytokinplasmaspiegel
auch die Zytokinausschuttung nach Stimulation rakteriellem Endotoxin untersucht.

5.1 Wertung der Methodik

5.1.1 Patienten

Die Auswahl der Patienten fir diese Untersuchurglgie nach den lblichen Kriterien far
klinische Studien bei koronarchirurgischen PatienErkrankungen, die den Immunstatus der
Patienten beeinflussen kdnnten, wie Tumorerkranknongnd chronische Entzindungen,
wurden in die Ausschlusskriterien aufgenommen. Raimmunologischen Untersuchungen
wegen des methodischen und materiellen Aufwandsanwginer relativ kleinen Anzahl von
Patienten mdoglich waren, wurden die Ausschlusgieite bewusst so gewaéhlt, dass die
untersuchten Patienten einem homogenen und tympis¢fmlektiv von Patienten zur
aortokoronaren Revaskularisation entsprachen. SulemuPatienten mit instabiler Angina
pectoris und/oder einem weniger als drei Monatéickliegendem Myokardinfarkt von der
Untersuchung ausgeschlossen, da sich bei bis z@b Sfieser Patienten bereits spontan
erhohte Konzentrationen proinflammatorischer Zytekivie TNF —a nachweisen lassen (32,
120). Auch die IL — 10 Plasmaspiegel kénnen durdnawsgegangene kardiovaskulare
Ereignisse beeinflusst werden (43, 109).

Patienten die immunologisch wirksame Medikamentmaimen, wie z.B. Glukokortikoide
und Sulfonylharnstoffe, wurden ebenfalls nicht ie 8tudie eingeschlossen. Bei Patienten die
unter einer KHK Begleitmedikation, mit Beta-BlockeCalcium-Antagonisten oder Nitraten

standen, wurde die Medikation belassen.

50



Diskussion

5.1.2 Anasthesieverfahren

Pramedikation und Narkoseeinleitung waren flr diéddten standardisiert und entsprachen
den allgemein anerkannten Richtlinien bei aortokarer Revaskularisationschirurgie.

Die Pramedikation erfolgte bei allen eingeschlossdPatienten am Abend vor dem geplanten
Eingriff mit Nitrazepam (Mogadan®, Hoffmann-La R&cAG; Grenzach-Wyhlen) und 60 —
90 Minuten vor Beginn der Einleitung mit 1 mg Fluazepam (Rohypnol®, Hoffman-La
Roche AG, Grenzach-Wyhlen), dem géngigen Standaspeechend.

Die Verabreichung von Cephalosporinen, wie dem Hdeekt nach Narkoseeinleitung
verwendeten Cefuroxim, beeinflusst die Ausschittuog IL — 10 nach LPS-Stimulation
(130). Da jedoch alle 63 Patienten, unabhéangig &en zu untersuchenden Gruppe, die
gleiche Menge dieses Antibiotikums erhielten, issdr Effekt zu vernachlassigen.

Vor Beginn und nach Beendigung der EKZ wurde diekhise gemall randomisierter
Gruppenzugehorigkeit mit Desfluran, Sevofluran oderopofol aufrechterhalten. Die
Narkosefuhrung wahrend der Zeit der EKZ erfolgte dlle Patienten unabhangig von der
Gruppenzugehdrigkeit standardisiert nach allgerakmeptierten Verfahren bei chirurgischen
Eingriffen zur aortokoronaren RevaskularisationwObl alle Patienten wahrend der Zeit des
kardiopulmonalen Bypasses aus technischen GrunderPrapofol anasthesiert wurden,
blieben signifikante Unterschiede zwischen den dBuppen bestehen. Bei strikterer
Trennung der Narkoseverfahren waren die gemachembdhtungen moéglicherweise noch

deutlicher ausgefallen.

5.1.3 Extrakorporale Zirkulation

Die kardiale Ischamie wéahrend der aortalen Klemmped der Kontakt des Blutes zu
artifiziellen Oberflachen fihren bei der Verwendurtr Herzlungenmaschine zum
wesentlichen immunologischen Reiz (42, 61). DieRahmen anderer Studien gemessenen
deutlich héher gemessenen Zytokinkonzentrationemd am ehesten auf die im Vergleich
zu unserer Untersuchung erheblich langeren OpesaticEKZ-, und Aortenklemmzeiten
zurtckgefuhrt werden.

Wird die EKZ unter normothermen Bedingungen durdiige, kommt es zu einer
vermehrten Freisetzung des proinflammatorischemmkiys TNF —a (85). Im Rahmen der
vorliegenden Untersuchung wurden alle eingeschihess@atienten wéahrend EKZ in maliger
Hypothermie von 32 °C operiert, wodurch dieser Efteterdrickt wird.

Unabhangig von der Gruppenzugehdrigkeit betrugkdéisolumen der Herzlungenmaschine

1500 ml Ringer-Lactat und 500 ml Gelatine 4%. Jaredeal. konnten zeigen, dass der Zusatz
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von Gelatinelésung im Rahmen der EKZ ohne Auswigkauf die Zytokinausschittung
bleibt (59).

5.1.4 Messzeitpunkte

Der Zeitraum der Untersuchung war durch vier fdstgjfe Messzeitpunkte definiert (T1 bis
T4) und umfasste eine Zeitspanne von Narkoseainigi(T1) bis 24 h postoperativ (T4). Die
Messzeitpunkte sollten verschiedene Phasen im pewatven Verlauf einer
Revaskularisation mit ihren spezifischen Einflisseh die pro- und antiinflammatorischen
Zytokine TNF —a und IL — 10 erfassen. Der Messzeitpunkt T1 etéolgei allen Patienten als
praoperativer Referenzwert nach standardisiertekdsaeinleitung. Ein solcher Referenzwert
ist, insbesondere vor dem Hintergrund der grol3¢erindividuellen Variabilitat, wie z.B.
aufgrund von Allelpolymorphismen der zytokincodmen Gene, bedeutsam. Der
Messzeitpunkt T2, 20 Minuten nach EKZ, sollte dieistvirkungen der EKZ auf die
Zytokinantwort evaluieren. Die Messzeitpunkte T3, SBunden, und T4, 24 Stunden
postoperativ, dienten der Beurteilung der klinisthhed immunologischen Erholung nach der
ausgeldsten Immunreaktion mit Evaluation eventuellaterschiede des randomiesierten
Narkoseverfahren.

Aufgrund der kurzen biologischen Halbwertszeiterr detersuchten Zytokine kénnen
Veranderungen der Zytokinkonzentrationen zwischen dewahlten Messzeitpunkten und
nach dem letzten Messzeitpunkt jedoch nicht ausdessen werden (46, 51).

5.1.5 Messmethodik

Nach Entnahme der Blutproben erfolgte die unveizhigl Kuhlung auf Eis und die
unmittelbare Verarbeitung der Proben im Labor, assdeine Verfalschung der Ergebnisse

durch lagerungsbedingte Einflisse auszuschlieRen wa

Die Analyse der spontanen und der durch LPS-Stitimuldeeinflussten Zytokinbildung und
-freisetzung mononuklearer Zellen erfolgte in Vhltkulturen, die aus Blutproben angesetzt
wurden, die zu den Zeitpunkten T1 — T4 entnommemdem® waren. Der Ansatz dieser
Vollblutkulturen wurde dabei in Anlehnung an einnvd@Vilson und Mitarbeitern 1991
beschriebenes Vorgehen, modifiziert nach Kleinsch@i al., durchgefuhrt (68, 123), das auf
der Beobachtung beruht, dass die Lebensfahigkelt kunktion mononuklearer Zellen in

einem 1 : 5 verdiinnten Vollblutansatz fir mindesté2 Stunden erhalten bleibt (123). In den
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letzten Jahren hat diese Technik des Vollblutaesatmnehmend an Bedeutung gewonnen, da
sie in einer in-vitro-(ex-vivo)-Kultur die Untersieng der Funktion mononukleérer Zellen
unter ihren physiologischen Umgebungsbedingungeh samit bei weitgehend erhaltenen
Blutzellrelationen und Regulationsmechanismen étladine gewisse Limitierung ergibt sich
jedoch durch das Fehlen der physiologischen Gefd@evdund damit dem Fehlen der
Zellwand-Blutzell-Interaktion.

Ein weiterer Vorteil gegeniber den Kulturen isdker Zellen besteht darin, dass die
Ergebnisse nicht durch zellulare Aktivierungsphaanenbeeinflusst werden kdnnen, die im
Rahmen der Zellisolation z.B. Uber Dichtezentrifima nicht auszuschlieRen sind. Weiter
bietet dieses Verfahren die Moglichkeit, mit relatkleinen Blutmengen alle notigen
Untersuchungen durchzufihren und dadurch zusatzBelastungen des Patienten durch die

Entnahme groR3er Blutvolumina zu vermeiden.

Die Analyse der Plasmakonzentration der ZytokineFTNa und IL — 10 erfolgte mit
spezifischen, kommerziell erhéltlichen ELISA-Kits,die in der quantitativen
Zytokindiagnostik zu den Standardanalyseverfahr@nlen. Die verwendeten ELISA-Kits
arbeiten nach dem Prinzip des ,Sandwich“-Verfahrées dem das zu bestimmende Zytokin
zwischen zwei Antikérpern eingebettet wird, die wmterschiedliche Epitope der Zytokine
binden. Die Analyseverfahren umgehen das Problemnn 8eezifitat biologischer
Zytokinmessverfahren, da verschiedene Zytokine facll vergleichbare Zellreaktionen
auslosen kénnen. Andererseits werden im ELISA immeaktive Zytokine erfasst, die nicht

zwingend biologisch aktiv sind.
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5.2 Diskussion der Ergebnisse

Zellulare und humorale Immunreaktionen koénnen waiemlich wesentlich den

Operationserfolg und die postoperative Genesunf ohicurgischen Eingriffen beeinflussen.
(132). Die Bedeutung dieser immunologischen Reakto bei der Entwicklung einer

generalisierten Entzindungsreaktion nach herzdiscinen Eingriffen war in den letzten
Jahren immer wieder Gegenstand wissenschaftlichéersuchungen (45, 68, 91, 115, 118).
Die Wirkungsprofile verschiedener, von anasthegisicher Seite verabreichter
Medikamente, wie z.B. der volatilen Anasthetikad uhe daraus resultierende Moglichkeit
einer vorteilhaften oder nachteiligen Beeinflussutgy myokardialen Funktion und des
Gesamtorganismus sind seit langem Gegenstand izhielréJntersuchungen (28, 36, 61, 127,
128).

Die Ausschittung der einzelnen pro- und antiinflaatorischen Zytokine wéahrend eines
Entzindungsprozesses darf nicht isoliert betrachégtien, sondern stellt in ihrer ,Balance”
ein facettenreiches Geschehen dar, das fur diedisahe Wirkung von entscheidender
Bedeutung sein kann. Daher ist zur Interpretati@n drhobenen Messwerte nicht der
einzelne, zu einem Zeitpunkt erhobene Absolutwedpndern vielmehr die
Konzentrationsverlaufe Uber die Zeit, sowie dereenlyenverhaltnis zueinander, von grofl3er
Bedeutung (42, 132).

Eine exzessive Freisetzung von proinflammatorisclzgmokinen kann mdglicherweise
postoperativ zu einer Beeintrachtigung von Orgaktionen flihren. Trotzdem ist die
Produktion von proinflammatorischen Zytokinen imhiReen der Infektionsabwehr oder bei
der Wundheilung von zentraler Bedeutung. So wdtagenacher et. al in einem Tiermodell
an TNF - o defizienten Mausen mdglich, die Relevanz einer reacisenden
proinflammatorischen Zytokinantwort darzustellendide ohne TNF -a hatten eine
signifikant hbhere Mortalitat verglichen mit immuwrkpetenten Tieren (35). Wéahrend diese
Beobachtung eher im Bezug auf lokale bakteriellsm@t zuzutreffen scheint, kann bei einer
systemischen Entziindung ein Uberwiegen der argiimfhatorischen Immunantwort von
Vorteil sein. So konnte die Arbeitsgruppe um Traeayeinem Kollektiv von Pavianen, die
vor Induktion eines septischen Schocks passiv getgen TNF —a Analogon Cachetin
immunisiert wurden zeigen, dass es zu einer slgmtfi geringeren Mortalitat kommt, als bei

den nur mit einem Vehikel behandelten Paviangryff8). Ebenfalls konnte an Kindern, die
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an einer Meningokokkenmeningitis erkrankten, dié @mer hohen Endotoxin- und TNFo—
Konzentrationen einhergeht, gezeigt werden, dass Behandlung mit Anti — TNF, wie z.B.
BPI (Bactericidal/permeability-increasing proteiay einer Verringerung der Mortalitat
fuhren kann (73).

Um eine ausreichend normale Organfunktion zu geleishen, ist offenbar nicht nur eine
ausreichende proinflammatorische Antwort sonderohaeine adaquat kompensatorische
antiinflammatorische  Gegenregulation notwendig. Kdm es jedoch zu einer
UberschieBenden Bildung von antiinflammatorischen edisitoren, kann daraus
maoglicherweise eine relative Immunparalyse und saime erhohte Infektanfalligkeit des
Organismus resultieren. Dieses schon im Vorfel¢th@sbene und als ,compensatory anti-
inflammatory response syndrome*“ (CARS) bezeichik@tnkheitsbild kann einen Patienten
ebenso gefahrden wie ein ,systemic inflammatorpoase syndrom* (8). In welcher Weise
der Organismus auf die angreifenden Noxen reagrettob ein Gleichgewicht zwischen pro-
und antiinflammatorisch wirksamen Mediatoren ehreigird, ist von zentraler Bedeutung fir

die Heilungschancen des Patienten (9).

Durch die extrakorporale Zirkulation wahrend hermaaigischer Eingriffe kommt es durch
eine  Vielzahl  pathophysiologischer  Veranderungen r zuAusbildung einer
Entztndungsreaktion (27, 54, 114). Bei leichten aalich limitierten Fallen spricht man
von einem ,Post Perfusions Syndrom“ (PPS), das fast einem Viertel aller
herzchirugischen Patienten zu beobachten ist..1t@&b der Falle endet das PPS im Vollbild
eines SIRS. Je nach Auspragung, Verlauf und Sclynete dieser generalisierten
Entzindungsreaktion kann es zur Ausbildung einelii{@ugan-Versagens kommen (18, 84).
Fur die Entstehung dieser generalisierten Entzigshaaktion bei Anwendung der EKZ ist
die Aktivierung des Komplementsystems und weité&askadensysteme verantwortlich, die
zu einer Aktivierung von peripheren mononukleareslleh und Endothelzellen fuhren.
»Aktivierungstrigger” sind materialabhangige Faldor der Kontakt des Blutes mit fremden,
nicht physiologischen Oberflachen sowie materidilnd@mgige Faktoren wie z.B. das
Operationstrauma (18, 41, 66). Weitere Kenntnisker idie Aktivierung von pro- und
antiinflammatorischen Zytokinen, mit der Folge eirsggnifikant erhdhten stimulierbaren
Zytokinantwort, konnten bei Dialysepatienten mitrariischem Nierenversagen gewonnen
werden (44). Ferner missen noch Stimuli, wie diestesyische Translokation von

Endotoxinen aus dem Gastrointestinaltrakt, die fabten zu einer Aktivierung von
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proinflammatorischen Zytokinen fiihrt, in Betrachtezggen werden (62, 89).
Vorausgegangene Untersuchungen konnten zeigenndass Endotoxin auch Ischamie zu
einer Freisetzung von Zytokinen fuhrt (95).
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5.2.1 Spontane Zytokinfreisetzung bei aortokoronare r Bypassoperation

In der vorliegenden Studie war nur bei wenigend?ddin bereits nach der Narkoseeinleitung
(T1) eine spontane Freisetzung von pro- oder diammmatorischen Zytokinen nachweisbar,
wobei sich die Plasmaspiegel in niedrigen Konzeioinan bewegten oder sogar unterhalb
des Detektionslimits der verwendeten ELISA’s lag&® Minuten nach Ende der
extrakorporalen Zirkulation (T2) waren die Plasmegel von TNF —a nicht signifikant
gegeniber den Werten vor Beginn der Operation derdnJedoch fand sich zu diesem
Zeitpunkt fur die unstimulierten IL — 10 Konzentoetten ein Anstieg um das bis zu 20 fache
im Vergleich zu den Referenzwerten, aber ebentdiise signifikante Unterschiede zu den
Referenzwerten. Auch zwischen den einzelnen urtbten Narkoseverfahren gab es
keinerlei signifikante Unterschiede, so dass dima iRahmen dieser Studie durchgefuhrten
Messungen der Plasmaspiegel von IL — 10 und TNF #n unstimulierten Vollblutansatz

wenig Aufschluss Uber den Verlauf der Synthese ar@dhdes Beobachtungszeitraums gaben.

Andere Arbeitsgruppen gelangten ebenfalls nicht rmthtungsweisenden Ergebnissen
bezuglich der unstimulierten TNF & Synthese nach Ende der extrakorporalen Zirkulation
(106, 119). In einer Untersuchung von Borgermanaleteigte sich bei keinem der in die
Studie einbezogenen Patienten im unstimuliertenlb@bnsatz eine messbare TNFo—
Konzentration (11). Zum gleichen Ergebnis kam Zieget al., die weder unstimuliertes TNF
—a hoch IL — 10 bis 24 h nach EKZ nachweisen koniit&1). Allerdings gelang es weiteren
Autoren, eine signifikant erhéhte spontane Freisggzvon IL — 6, IL — 8 und IL — 10 im
Vergleich zu einem Referenzwert vor EKZ nachzuweigedoch war auch hier TNF e
nicht bzw. nur in geringem Mal3 messbar (77, 79, Bje vergleichbar antiinflammatorische
Gegenregulation durch das Zytokin IL — 10 zeigtehsauch bei unserer Untersuchung
unabhangig vom gewahlten Narkoseverfahren. 20 rach rEKZ war zwar ein deutlicher
Anstieg der unstimulierten IL — 10 Konzentrationcimaeisbar, der jedoch aufgrund der
gro3en Streubreite der einzelnen Messwerte keingnifikanten Unterschied zu den

Referenzwerten direkt nach Narkoseeinleitung zeigte

Andere Autoren messen erstaunlich hohe Zytokinkomagonen ab Beginn der
extrakorporalen Zirkulation in einem ahnlichen \missaufbau (53, 71, 85). Jansen et al.
untersuchten eine Population von 10 Patientensidie einer koronaren Revaskularisation

unter Verwendung der Herzlungenmaschine unterzodéier war nach Offnen der
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Aortenklemme ein Anstieg der TNF e Konzentration festzustellen, die nach 1 h ihr
Maximum erreichte (58).

Eine mdgliche Ursache fiir den fehlenden Nachweisreerhdhten Konzentration von TNF —
a hach Ende der EKZ in Rahmen unserer Untersuchingt& auf die Ausschittung dieses
proinflammatorischen Zytokins bereits kurz nach iBegdes kardiopulmonalen Bypasses,
also in einer sehr frihen Phase der Entziindungsvaaturuckzufiihren sein (78). Aufgrund
der kurzen Plasmahalbwertszeit des Tumornekrosefakist dieser an spateren Zeitpunkten
nur noch in geringen Konzentrationen oder nicht medichweisbar. Allerdings ist nicht
auszuschlieBen, dass TNFe-trotz fehlendem Konzentrationsanstieg im Blut esiin noch
lokal freigesetzt wird und so seine Wirkung endalt

Eine weitere Ursache fir die im Gegensatz zu and&tdien niedrigen TNF -«
Konzentrationen konnte in den vergleichsweise kirzeAortenklemm- und Bypasszeiten
liegen (42, 61).

Die im Verlauf der unstimulierten Zytokinantwort faetenden grof3en interindividuellen
Unterschiede bei den TNF & Plasmaspiegeln kdnnen zum einen mit den geringen
Konzentrationen dicht an der Detektionsgrenze detSA's, zum anderen mit einem
maoglichen genetischen Polymorphismus, der zu starkerindividuellen Schwankungen der
Zytokinkonzentrationen fuhren kann, erklart wer@@d, 105, 125).

Ferner koénnten neben den verschiedenen Zeitpunikden Probenentnahme, die
Auswahlkriterien der Patientenpopulation, die Sfiti und Sensivitat der verwendenten
Bestimmungsverfahren, sowie das unterschiedlichenagement der extrakorporalen

Zirkulation, zu den unterschiedlichen Ergebnissefiilgrt haben.

Auch die Interaktion der Zytokine untereinander hi@nzumindest zum Teil eine weitere
Erklarung fir die kaum messbaren TNl Konzentrationen darstellen (74). Die Produktion
von IL — 10 wirkt Uber eine Aktivierung des JAK/STASignaltransduktionswegs und damit
einer Inhibition der NkB-Synthese inhibitorisch auf die Neusynthese vorkF\ (7, 94).
Ebenfalls kann das in dieser Studie nicht bestininte 6 die Synthese von TNFa-sowohl
direkt hemmen, als auch natirliche AntagonistenZggskins induzieren (101, 112).

Die zum Zeitpunkt T2 um das 20-fache erhdhten LO-Konzentrationen konnten aufgrund
des inhibitorischen Effektes auf die TNFo-Synthese die zu diesem Zeitpunkt unverandert

niedrig gemessenen TNF—-\Werte erklaren.
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Demgegeniber sind die Ergebnisse beziglich der nBessung der pro- und
antiinflammatorischen Zytokinantwort uneinheitlicBo konnten TNF -e. Erh6hungen im
systemischen Kreislauf nach EKZ demonstriert werfeéh 33, 57, 76). Es gibt aber auch
Studien, in denen kein Anstieg proinflammatoriscBgtokine nach EKZ nachweisbar war
(17, 107). Kawamura et al. konnten an ACB-Patierteigen, dass 60 bis 180 min nach
Klemmen der Aorta keine Konzentrationsveranderurageil — 6, IL — 8, Troponin — T und
CK — MB zu verzeichnen waren (61).

Bei der kritischen Wertung der eigenen Studienergsie und der Beurteilung von

Literaturdaten mussen deshalb die getroffenen Aggsammer vor dem Hintergrund des
jeweiligen Studiendesigns betrachtet werden.
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5.2.2 Zytokinfreisetzung nach ex-vivo Stimulation m it LPS

Im vorhergehenden Abschnitt wurde das Hauptaugdonsrf die nicht stimulierte
Immunantwort nach aortokoronarer Revaskularisatigelegt. Jedoch geben weitere
Ergebnisse Anlass zu der Erkenntnis, dass auchimita¢e pro- oder antiinflammatorische
Antwort des Organismus fur Organschaden und einestdge Immunantwort
mitverantwortlich gemacht werden kénnen (77, 1an)1

Ein adaquat funktionsfahiges Immunsystem ist aufgrder Inzidenz von mehr als 6 %
nosokomialer Infektionen nach aortokoronarer Byppsgation von immenser Bedeutung
(40, 75). Eine durch die Begleitumstande der Opmratingeschréankte Reagibilitat der
mononukledren Zellen kénnte bei einer zusatzlicidektion schlimmstenfalls eine Sepsis
beginstigen, die zu einer hoheren Letalitat fuhrt.

Deshalb wurde in der vorliegenden Studie die makam#&eaktionsfahigkeit des
Immunsystems mittels einer Exposition mit dem Esche& coli Endotoxin LPS ermittelt. In
Anlehnung an die ,multiple hit* Theorie des MODQIHtdiese Toxinstimulation ein zweites
Stressereignis (,second hit*) im Sinne einer baktien Infektion dar, die fir die
Entwicklung eines MODS von zentraler Bedeutung 93t Die ,second hit* Theorie besagt,
dass ein Organismus, der bereits mit einer Aktiigr des Immunsystems und einer
erheblichen Zytokinfreisetzung auf ein Stresselisigoakterieller oder abakterieller Art
reagiert hat, nicht in der Lage ist, auf eine zev&lbxe, die der ersten direkt folgt, adaquat zu
reagieren.

In unserer Studie stellt das erste Stressereigaislerzoperation unter Anwendung der EKZ

dar, das zweite Stessereignis ist die in-vitro 8kation mit dem bakeriellen Endotoxin LPS.

Nach einer jeweils maximalen ex-vivo Stimulationt mPS (1pg/ml) (87) liel3 sich in der
vorliegenden Untersuchung zu allen untersuchtenpdekten und bei allen untersuchten
Narkoseverfahren im peri- und postoperativen Vérlaginer aortokoronaren
Revaskularisation im Vergleich zu einer spontangtoldnfreisetzung eine signifikante und
in ihrem Ausmald expotentiell gesteigerte Ausschmgttuon TNF —o und IL — 10 feststellen.
Dabei fand sich nach LPS-Stimulation auch bei deggn Patienten eine
Zytokinfreisetzung, bei denen unter unstimulierBadingungen ein Zytokinnachweis nicht
maoglich war. Bei der differenzierten Betrachtung S stimulierten Vollblutansétze zeigte
sich unabhéngig von dem gewahlten Narkoseverfab@eMinuten nach Ende der EKZ (T2)
eine im Vergleich zum praoperativen Ausgangswel)) @usgepragte Synthesehemmung der
beiden Zytokine TNF « und IL — 10.
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Diese signifikante Suppression der pro- und atéimfatrischen Zytokine war auch noch 6 h
nach Beendigung der EKZ (T3) in allen drei untenseis Narkoseverfahren nachweisbar und
zeigte nur einen mafkigen Wiederanstieg im Vergleigh praoperativen Ausgangswert (T1).
24 h (T4) nach ischamischer Revaskularisation wallen drei Gruppen ein Wiederanstieg
der pro- und antiinflammatorischen Zytokinantwenitennbar, wobei es unter einer Propofol
oder Sevofluran basierten Allgemeinanasthesie zeneirascheren Wiederanstieg von TNF —
a kam, wahrend bei einer Narkosefiihrung mit DesfiufdNF — o weiterhin signifikant
supprimiert blieb. Bei dem durch LPS stimuliertartiiaflammatorischen Zytokin IL — 10
war bei allen drei Narkoseverfahren eine gleichigéi@rholung bis an die praoperativen
Ausgangswerte zu beobachten. Ein methodisch lirarger Faktor der vorliegenden
Ergebnisse ist méglicherweise, dass aus technisGh@mden alle Patienten wahrend der Zeit
der extrakorporalen Zirkulation mit Propofol an&stlert wurden, jedoch blieben signifikante
Unterschiede zwischen den drei Gruppen bestehen. dBekterer Trennung der
Narkoseverfahren waren die aufgefiihrten Beobacktungdglicherweise noch deutlicher
ausgefallen.

Die dargestellten Ergebnisse werden in wesentlicAailen gestitzt durch frihere
Untersuchungen an Patienten zur aortokoronaren dRelaisation, in der ebenfalls nach
Ende der EKZ die LPS stimulierte Zytokinfreisetzusgpprimiert war. So konnten
Kleinschmidt et al., Grundmann et al. und Ziegeler al. in vorausgegangenen
Untersuchungen den biphasischen Verlauf der Zytokimort in der peri- und postoperativen
Phase sowie die deutlich herabgesetzte stimulietbgiokinantwort am ersten postoperativen
Tag mit einer Tendenz zur Restitution nach 24 hdasf praoperative Ausgangsniveau zeigen
(45, 67, 68, 131).

Vergleichbare Ergebnisse einer supprimierten FRmaisg proinflammatorischer Zytokine
finden sich auch bei polytraumatisierten Patier{&?) und nach septischem Schock (38). Im
Rahmen der Untersuchung von Borgermann et al. waienTNF —a Spiegel unter
Narkosefuhrung mit Isofluran sogar am sechsten opesativen Tag noch signifikant

niedriger als die praoperativen Ausgangswerte (12).

Die signifikant verminderte Ausschuittung von TNFo—und IL — 10 auf eine ex-vivo
Toxinstimulation, wie sie in dieser Untersuchungr2id nach EKZ gezeigt werden konnte,
kann nicht allein durch die Hamodilution, durch dasllvolumen der HLM oder durch

grof3ziigige intraventse Volumensubstitution erklarerden. Frihere Untersuchungen
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zeigten, dass zwar die Zytokinproduktion nach Begnty der EKZ signifikant abféllt, es
jedoch trotz Hamodilution zu einem deutlichen Aegtder Leukozyten im Blut kommt, so
dass die Abnahme der leukozytaren Zytokinsynthesteley durch die nachweisbare
Leukozytose eher noch unterschatzt wird (68).

Ob und inwiefern die divergierenden Ergebnisse digestellten Zytokinfreisetzung nach
aortokoronarer Revaskularisation unter AnwendungEi€Z von der Operationsdauer und
der Aortenklemmzeit abhangig sind, lasst sich aufdrder multifaktoriellen Beeinflussung
der Synthese und Freisetzung der pro- und antimflatorischen Zytokine nur schwer
nachweisen, da die Zeiten in den einzelnen Untarswgen zum Teil erheblich voneinander
abweichen. So beschreiben z.B. Azab et al. eintengitOperationsdauer von bis zu 290 min
und eine Aortenklemmzeit von bis zu 88 min, wahréed unserem Patientenkollektiv die
durchschnittliche Operationsdauer mit 195 min uredAbrtenklemmzeit mit 50 min deutlich
kurzer waren. Carvalho et al. fanden bei Patientis,sich einer aortokoronaren Bypass
Operation unter Anwendung der extrakorporalen Zaton unterzogen, keine Korrelation
zwischen der TNF —o Konzentration und der Zeitdauer der myokardialsch&mie
beziehungsweise der EKZ (18). Diese Ergebnisse emegkstiitzt von Jansen et al., die
ebenfalls keinen Zusammenhang zwischen der DaueEKEZ und der Hohe der TNF e
Plasmaspiegel nachweisen konnten (49, 58). Demg@egerfianden Hennein et al. die Dauer
der Aortenklemmzeit als einzigen unabhangigen Rtedider postoperativen TNF &
Konzentration in ihrer Studie an 22 Patienten natt@koronarer Bypassoperation unter

Anwendung der extrakorporalen Zirkulation (53).

Das Ausmall der Kihlung wahrend der extrakorporaehkulation hat offensichtlich
ebenfalls einen grof3en Einfluss auf die TNFa-Konzentration. Bei Patienten, die in
Hypothermie operiert wurden, ergaben sich fur dFT— a Plasmaspiegel signifikant

niedrigere Werte im Vergleich zu Patienten, di®lormothermie operiert wurden (85).

Die Hyporeagibilitat mononukleéarer Zellen, auf eiiendotoxinstimulation mit einer
adaquaten Synthese von proinflammatorischen Zygokau reagieren, deutet méglicherweise
auf eine Einschrankung der kérpereigenen Abwehram@smen hin.

Vor diesem Hintergrund konnten auch Ziegenfuss letaa Patienten, die sich einer
abdominellen Aortenaneurysmaoperation unterzogean dachteiligen Effekt einer
frihzeitigen und lang anhaltenden Suppression daaflammatorischen Zytokins TNF e

darstellen (132). Obwohl das Studiendesign undRidEntenkollektiv von Ziegenfuss et al.
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nicht generell mit der kardiochirurgischen Patieptgpulation in der hier dargestellten Studie
vergleichbar waren, konnte die auch noch 24 h nachokoronarer Bypassoperation
bestehende Suppression von TNFoa-—unter einer Narkosefihrung mit dem volatilen
Anasthetikum Desfluran die Fahigkeit der Patienteme suffiziente Immunantwort zu

generieren, im perioperativen Zeitraum negativ rifkessen.

Erkenntnisse Uber die Auswirkung von volatilen Ahasika auf die Veranderung der pro-
und antiinflammatorischen Zytokinantwort wurden e in mehreren vorausgegangen
Studien beschrieben. Das Phdnomen der signifikeBtgpression der proinflammatorischen
Zytokine IL — 13 und TNF —o nach 2 h Exposition mit Sevofluran, Isofluran o&efluran
zeigte auch die Arbeitsgruppe um Mitsuhata in eimemitro Versuch an PBMC, die durch
Killerzell-sensitive Tumorzellen stimuliert wurde(88). Diese Ergebnisse konnten im
Tierversuch an Endotoxin behandelten Sprague-DaRbdien, die nach Gabe von LPS und
Desfluran im Vergleich zur Vehikelgruppe eine siidgainte Suppression von IL -31und
TNF — a aufwiesen, bestatigt werden (10). Steurer et @hnken an LPS stimulierten und
nachfolgend mit Sevofluran konditionierten Alveotekorphagen ebenfalls eine Suppression
von TNF —a nachweisen (108).

Dass es zu einer Zunahme der ohnehin schon bedthétyporeagibilitdit mononuklearer
Zellen nach Toxinstimulation mit LPS durch das titdaAnasthetikum Sevofluran sowie
durch eine milde Hypothermie kommt, konnte in fri@meArbeiten an Hand der Zytokine IL
— 1B, TNF —a und IL — 10 gezeigt werden (56). Aktuelle Untetsungen mit identischem
Versuchsaufbau zeigen ahnliche Ergebnisse fur dakoNegas Isofluran. Hierbei fand sich
ebenfalls eine Suppression der proinflammatoris@wokine IL — 3 und TNF —o, wahrend
die Freisetzung von IL — 10 und IL — 6 unbeeisdiublieb (39).

Die Arbeitsgruppe um Azab et al. konnte an einentieRtenkollektiv, das sich einer
aortokoronaren Bypassoperation unterzog zeigers dizsTNF —o Ausschittung nach ex-
vivo Stimulation mit LPS bei Patienten unmittellpmstoperativ sowie 24 Stunden nach Ende
des Eingriffs unter einer Narkosefihrung mit Midamo signifikant hoher als unter
Narkosefuhrung mit Sevofluran war (37). Diese BeRinverden auch durch experimentelle
Daten unserer Arbeitsgruppe gestitzt (72), in demerdie frihere Erholung der TNF e
Synthese nach Narkosefiihrung mit Midazolam und iea-$@timulation mit LPS darstellen
konnten. In unserem Studiendesign war keine Nafiibsung mit Midazolam vorgesehen,

da bei Anwendung der heutigen Fast-Track-Konzepte Benzodiazepin-basierte Narkose
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als unangebracht gilt. Insofern muss es offen bleibob sich auch in unserem
Patientenkollektiv die TNF -« Synthese bei Anwendung von Midazolam ebenfallbdru
erholt hatte.

Die komplexe Interferenz verschiedener intravenddgpnotika mit dem menschlichen
Immunsystem ist Gegenstand vieler Untersuchungerseté Arbeitsgruppe konnte beim
Vergleich der konzentrationsabhangigen Effekte vbhiopental, Ketamin, Etomidat,
Fentanyl, Midazolam und Propofol auf die unstimiée und mit LPS stimulierte
Immunantwort lediglich bei der Gabe von geringens®vo Profopol einen signifikanten
Anstieg der TNF —a Konzentration um 172 % im Vergleich zum Ausgangsweeigen,
wéahrend Midazolam und Fentanyl weder die spontamehndie LPS stimulierte
Zytokinfreisetzung im humanen Vollblutansatz malfligabbeeinflussten (72). Brand et al.
konnten in einer weiteren Untersuchung an einemekol von 30 Patienten, die sich einem
elektiv orthopadischen Eingriff unter Allgemeinatiésie mit Propofol und Fentanyl
unterzogen, an LPS stimulierten Vollblutproben dimeiedrigung der IL — 10 Konzentration
bei gleichzeitiger Erh6hung der TNFo-und IL — BB Konzentration zeigen. Weiter fand sich
eine Erniedrigung der nattrlichen Killerzellen, eivVeranderung des Quotienten der T-
Lymphozyten, zugunsten der CD4+ Zellen, sowie eBymphozytose (13). Eine
vergleichbare Beeinflussung der postoperativen Inmeaktion konnten Schneemilch et al.
und Rossano et al. in vivo nachweisen (52, 98, .182ch konnte bei kritisch kranken
Intensivpatienten wahrend einer Sedierung mit Pladpend bis zu 48 Stunden spater ein
signifikanter Anstieg der proinflammatorischen Zgtee TNF —a und IL — B gezeigt
werden, wahrend die Produktion von IL — 2, IL gghemmt wurde (31, 34).

Corcoran et al. verabreichten einer Population2/bPatienten, die sich einer aortokoronaren
Bypassoperation mit Isofluran zur Narkoseaufredtaéung unterzogen, 5 min vor
Aortenklemmung bis 4 h danach, entweder Propof®lTalrget Controlled Infusion (TCI),
oder eine 0,9 % NaCl-Lésung. Uber einen Zeitraum 20 min bis 36 h nach Reperfusion
erfolgte mit aus dem Koronarsinus entnommenem Wdlithe Bestimmung von IL — 6, IL —
8 und IL — 10. Lediglich 4 h nach erfolgter Repsifun zeigte sich bei IL — 6 ein signifikanter
Anstieg in der NaCl-Gruppe im Vergleich zur Proggfappe. Weiter konnte eine Abnahme
von Malondialdehydrat als Marker des oxidativene§des bis 60 min nach Reperfusion
gezeigt werden. Ein Unterschied der Leukozytenfionkivar nicht festzustellen (24, 25).

Das Hypnotikum Propofol fungiert aufgrund seineeriischen Struktur als Radikalfanger

und weist membranstabilisierende Effekte auf, dig fseine (kardio-) protektive
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Eigenschaften verantwortlich sein kénnten (26,18I0). Méglicherweise kommt es durch die
Gabe von Propofol zu einer Storung der ansonstengstgekoppelten Interaktion von pro-
und antiinflammatorischen Zytokinen und somit zoeen Ungleichgewicht zugunsten der
antiinflammatorischen Mediatoren (55, 72, 111). Amseits wurden immunmodulatorische
Effekte im Sinne einer gesteigerten Stimulierbarkebnonuklearer Zellen in Bezug auf die
TNF —a Plasmalevel nach Narkosefuhrung mit Propofol besibbn (50, 132), die mit einem
positiven Patientenoutcome nach kardiochirurgisdhiegriffen einhergehen kénnten.
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6  Schlussfolgerungen

Die Beeinflussung des Immunsystems durch die Veralmng der Anasthetika Propofol,
Desfluran und Sevofluran war schon Gegenstandnligiéersuchungen. Jedoch stellt sich die
Datenlage hinsichtlich der Auswirkungen auf die tBgse der einzelnen pro- und
antiinflammatorischen Zytokine nicht eindeutig damd gibt immer wieder Anlass zur
Diskussion.

Ebenfalls sind die unphysiologischen Auswirkungiem extrakorporalen Zirkulationen mit
der Auslésung einer systemischen inflammatorisdReaktion, die gegebenenfalls zu einer
Verzogerung des Genesungsprozesses fuhren kanninunExtremfall im Vollbild des
multiplen Organversagens endet, aus einer Vielal8tudien gut rekonstruierbar.

Welchen Einfluss die drei gewahlten Narkoseverfahaef die Zytokinfreisetzung nach

Operationen mit extrakorporaler Zirkulation habemar Gegenstand dieser Studie.

Im Hinblick auf die dargestellten Ergebnisse ist w@schtig, auch unter diesen
Lunphysiologischen* Bedingungen, nicht den Absokitirveines einzelnen Zytokins an nur
einem gewahlten Zeitpunkt zu betrachten. Vielmeshrder Verlauf der Zytokine tber den
gesamten Untersuchungszeitraum sowie die Balance dmzelnen pro- und

antiinflammatorisch wirkenden Zytokine, von entsdeader Bedeutung.

Zusammenfassend konnten wir anhand unseres Stadigndzeigen, dass es bei der LPS
stimulierten Immunantwort, 24 h nach aortokoron&evaskularisation und der Anwendung
einer Propofol oder Sevofluran basierten Allgeme#sthesie zu einem friheren
Wiederherstellung des proinflammatorischen Zytokisters kommt. Wéahrend bei einer
Narkosefihrung mit dem volatilen Anasthetikum Dasth die proinflammatorischen
Zytokine weiterhin supprimiert waren. Im Gegensatiazu zeigt sich bei der
antiinflammatrischen Remodulation der Zytokinantivogine gleichméfiige Erholung

unabhangig vom gewéhlten Anasthetikum.

Ob und in welchem Ausmald das Erreichen einer ,inwlagischen Homdostase* durch
Propofol und Sevofluran, sowie die weiterhin bestele Immunsuppression durch
Desfluran, einen positiven oder negativen Einflussf den Genesungsprozess, die

Krankenhausverweildauer oder gar die Mortalitat, airde von uns in der vorliegenden
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Arbeit aufgrund der zu geringen Patientenzahl nighitersucht und bedarf weiterfihrender
Untersuchungen.

Ebenfalls offen bleiben muss die Frage, ob im &then Alltag eines der untersuchten
Narkosemedikamente dem anderen bei aortokoronaypasBoperationen vorzuziehen ist.
Weitere Untersuchungen werden notwendig sein, @nkichisch immunologische Bedeutung

der untersuchten Substanzen ndher zu beleuchten.
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