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1. Einleitung 1

1. Einleitung

Da Umwelteinflisse konstant wechseln, ist der Schutz eines dynamischen
Gleichgewichts der Koérperfunktionen eine grundlegende Aufgabe des menschlichen
Organismus. Die Aufrechterhaltung der immunologischen Homdostase wird nach
heutigem Wissen durch ein fein abgestimmtes Zusammenspiel von Immunzellen,
Zytokinen und neuroendokrinen Hormonen ermdglicht.

Neben Bakterien, Viren und anderen Pathogenen kdnnen auch exogene Faktoren,
wie Operationen oder Anasthesieverfahren, dieses wichtige Gleichgewicht stéren und
zu erheblichen Beeintrachtigungen der Gesundheit fihren. Die vorliegende Arbeit
befasst sich mit der Spinalanasthesie und ihren Auswirkungen auf das Immunsystem.
Im Folgenden werden die fur diese Arbeit wesentlichen Grundlagen und

Wirkmechanismen kurz dargestellt.

1.1 Uberblick liber das menschliche Inmunsystem

1.1.1 Spezifische und unspezifische Immunitat

Die wesentliche Aufgabe des Immunsystems ist die Abwehr potentiell schadigender
Fremdstoffe. Um eine mdglichst lickenlose Abwehr gegen auftretende Pathogene zu
gewahrleisten, existieren zwei Abwehrmechanismen, die parallel ablaufen kénnen und
sich in ihrer Wirkung erganzen: die unspezifische, angeborene Immunitat und die
spezifische, erworbene Immunitat, die auch als adaptive Immunantwort bezeichnet

wird.

Grundlegendes Prinzip der unspezifischen Immunitat ist die Aufnahme und
Zerstorung der in den Korper eingedrungenen fremden Makromolekile und
Mikroorganismen durch Monozyten/Makrophagen, Granulozyten und Natulrliche

Killerzellen.
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Monozyten sind phagozytose- und migrationsfahige Vorlaufer der gewebsstandigen
Makrophagen. Durch die Kooperation mit Lymphozyten und die Sekretion von
Zytokinen Uben sie eine immunregulatorische Funktion aus.

Granulozyten, die auch als polymorphkernige Leukozyten bezeichnet werden, werden
nach ihrer Anfarbbarkeit mit panoptischen Farbemethoden in neutrophile, basophile
und eosinophile Granulozyten unterteilt. Sie sind mit einer Lebensdauer von zwei bis
drei Tagen kurzlebig und zur chemotaktischen Migration, zur Diapedese und zur
Phagozytose fahig.

Naturliche Killerzellen (NK-Zellen) wirken antigenunspezifisch gegen virusinfizierte
Zellen und korpereigene Tumorzellen. Zytotoxizitat und Aktivitat der NK-Zellen werden

durch Zytokine stimuliert.

Die Zellen der unspezifischen Immunitdt kommen nach dem Eindringen von
Fremdstoffen als erste mit dem Pathogen in Kontakt und versuchen, durch sezernierte
Zytokine weitere Komponenten des Immunsystems zu aktivieren. Das systemische
Aquivalent der aktivierten unspezifischnen Immunabwebhr ist die Akut-Phase-Reaktion,
die im Organismus durch Leukozytose, Fieber und erhdohte Gefaldurchlassigkeit
charakterisiert ist. Nach der Aufnahme des fremden Makromolekils oder
Mikroorganismus kénnen die Zellen des Monozyten/Makrophagen-Systems Teile des
Fremdkorpers auf der Zelloberflache prasentieren; sie fungieren dann als
antigenprasentierende Zellen (APCs). APCs dienen als wichtiges Bindeglied zur
adaptiven Immunantwort, da T-Zellen, anders als B-Zellen, nicht in der Lage sind,
ungebundene Antigene zu identifizieren. T-Zellen erkennen nur zellular prozessierte

und an APCs gebundene Fremdmoleklile.

Der erworbene Teil des Immunsystems ruft, ausgeldst durch den Antigenkontakt, eine
fur jedes fremde Makromolekul spezifische Antwort hervor. Die Effizienz dieser
Gegenmalnahmen verbessert sich durch wiederholte Exposition mit dem gleichen
Antigen; es entsteht ein immunologisches Gedachtnis. Effektorzellen der adaptiven
Immunantwort sind die Lymphozytensubtypen. Lymphozyten werden anhand
funktioneller Charakteristika und der Expression von Oberflachenmolekilen des

Cluster  of  Differentiation (CD) in zwei Hauptgruppen unterteilt.
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T-Zellen werden durch das CD3-Molekul typisiert, wahrend B-Zellen das
CD19-Molekil exprimieren. B-Lymphozyten sezernieren Antikdrper (Immunglobuline),
die spezifisch an extrazellulare, frei-flottierende Antigene binden. Diese werden
dadurch inaktiviert und sind fur die nachfolgende Zerstorung durch Phagozyten oder
Serumfaktoren markiert (opsonisiert). Die Gruppe der T-Zellen besteht aus zwei
Untergruppen, die ihren Aufgaben entsprechend zytotoxische T-Zellen (CD8-positiv)
und T-Helferzellen (CD4-positiv) genannt werden. Bei den T-Helferzellen lassen sich
aufgrund der Produktion unterschiedlicher Zytokine zwei weitere Untergruppen
abgrenzen: TH1-Zellen interagieren mit phagozytosefahigen Zellen, wahrend
TH2-Zellen an der Steuerung der B-Zellaktivitdt sowie der Antikorperproduktion

beteiligt sind. Zytotoxische T-Zellen erkennen und zerstdren virusinfizierte Zellen.

1.1.2 Zytokine

Das koordinierte Zusammenwirken der unterschiedlichen Immunzellen mit den
weiteren Komponenten des Immunsystems wird durch eine Gruppe von Idslichen
Faktoren, den Zytokinen, ermoglicht. Dabei handelt es sich um von verschiedenen
Immunzellen, Fibroblasten, Synovial- und Epithelzellen produzierte Polypeptide, die
hochspezifisch und hochpotent sowohl zwischen einzelnen Immunzellen als auch
zwischen Immunzellen und Gewebezellen vermitteln. Uber Oberflachenrezeptoren
wirken Zytokine letztlich auf die intrazellulare Ribonukleinsdure- und Proteinsynthese
und Ubernehmen weitreichende Aufgaben. lhr Wirkungsfeld umfasst neben der
Regulation von Immun- und Entzindungsreaktionen auch die Steuerung des

Zellwachstums, der Zelldifferenzierung und der Zellmotilitat.

Zytokine ahneln zwar in ihrem Wirkungsprofil endokrinen Hormonen, sie
unterscheiden sich allerdings von diesen dadurch, dass sie nicht von speziellen
Drisen synthetisiert werden und nicht nur rein endokrin, sondern auch autokrin und
parakrin wirken (Kirchner et al., 1993; Sheeran und Hall, 1997). Jedes Zytokin hat
eine Vielzahl von Aufgaben, die sich teilweise mit den Funktionen anderer Zytokine
uberschneiden. Durch die gro3e Anzahl bekannter Zytokine entsteht ein komplexes

Netzwerk synergistisch und antagonistisch wirkender Botenstoffe.
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Diese enge Verknupfung fuhrt zur Existenz einer Zytokinkaskade, in der bestimmte
Zytokine die Freisetzung weiterer Zytokine induzieren konnen. Die Wirkdauer und der

Effekt dieser kurzlebigen Polypeptide werden somit deutlich erhdht.

Innerhalb der Obergruppe der Zytokine unterscheidet man zwischen Interleukinen
(IL), Interferonen (IFN), Tumor-Nekrose-Faktoren (TNF), Wachstumsfaktoren
(GF, growth factors) und koloniestimulierenden Faktoren (CSF). Nach den
Hauptsyntheseorten kann man die von Lymphozyten produzierten Lymphokine
(z.B. IL-2, IL-4, IL-10 und IFN-y) von den Monokinen (IL-6, TNF-a) trennen, die

dementsprechend von Monozyten und Makrophagen gebildet werden.

1.2 Gleichgewicht des Inmunsystems

Der Schutz eines dynamischen Gleichgewichts der Korperfunktionen, auch
Homadostase genannt, ist eine grundlegende Funktion des menschlichen Organismus,
da dieser konstant wechselnden Umwelteinflissen ausgesetzt ist. Durch
kontinuierliche Modifikationen versucht auch das Immunsystem, sich diesen stetig

wandelnden Anforderungen anzupassen.

So besteht im gesunden Organismus zum Beispiel eine fein ausgewogene
Zytokinbalance. Proinflammatorische Zytokine, zu denen TNF-a, IFN-y, IL-13, IL-6,
IL-8 und IL-12 gehoren, stehen den antiinflammatorischen Zytokinen, zum Beispiel
IL-4, IL-10 und transforming growth factor (B (TGF-B) gegenuber. Die
proinfammatorischen Mediatoren haben bei einer Infektion oder einem
Gewebetrauma sowohl lokale als auch systemische Effekte. Zu den lokalen
Wirkungen gehort zum Beispiel die Vermittlung einer Zellmigration von neutrophilen
Granulozyten, Lymphozyten und Monozyten aus der Blutzirkulation in das
Entzindungsgebiet. Proinflammatorische Zytokine sind daher in der Lage, eine
Entzindungsreaktion zu initieren und zu verstarken. Antiinflammatorische Zytokine
ubernehmen im Gegensatz dazu wichtige Aufgaben in der Unterdrickung einer
zellvermittelten Immunreaktion und der Induktion einer humoralen, durch

Immunglobuline vermittelten Immunantwort. Eine proinflammatorische Verschiebung
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der Zytokinbalance kann durch die Freisetzung von antiinflammatorischen Peptiden
gegenreguliert werden. Antiinflammatorische Zytokine hemmen dartber hinaus die
Produktion der proinflammatorischen Zytokine durch Monozyten und Makrophagen
(Miossec, 1995). Auch neuroendokrine Parameter kénnen steuernd auf das
Immunsystem einwirken. Besondere Bedeutung haben dabei die Hormone Kortisol

und Prolaktin.

Eine Verschiebung des immunologischen Gleichgewichts kann im schwersten Fall bis
zu einem Systemic Inflammatory Response Syndrome (SIRS) fuhren. Das SIRS ist
eine systemische Entziindungsreaktion, ausgelost durch Infektion, schweres Trauma,
Verbrennung oder einen hypovolamischen Schock (Bone et al.,1992; Levy et al.,
2003). Es ist durch Fieber, Gefaldilatation, Tachykardie, Tachypnoe und eine
Leukozytose gekennzeichnet und kann durch gegenregulatorische Mechanismen des
Organismus bewaltigt werden. Zytokine sind hier sowohl bei der Entstehung als auch
bei der Begrenzung und Bekampfung des SIRS ausschlaggebend. Denn obwonhl
Zytokine flr die Homoostase des Immunsystems sorgen, kdnnen sie in hohen

Konzentrationen zu Gewebeschaden und sogar Organversagen fuhren.

Im peripheren Blut von SIRS-Patienten sind besonders die Zytokine TNF-a, IL-1j3,
IL-6 und IL-8 deutlich erhoht (Blackwell und Christman, 1996). Dabei sind gerade
TNF-a und IL-1p in der Lage, aufgrund ihrer vermittelnden Rolle innerhalb der
Zytokinkaskade, weitere Zytokine zu induzieren. Die Spitzenkonzentration von IL-6 im
Serum wurde in einer Reihe von Studien als wichtiger Vorhersagewert fur die
Mortalitat der Sepsis beschrieben (Calandra et al., 1991; Damas et al., 1992; Casey et
al., 1993). Gleichzeitig 16st die Entzindungsreaktion auch die Freisetzung
verschiedener neutralisierender Molekule aus. Dazu gehéren sowohl I6sliche
Zytokinrezeptoren, wie sie fur TNF-q, IL-1, IL-2, IL-6 und eine Reihe anderer Zytokine
beschrieben wurden, als auch Zytokinrezeptorantagonisten, wie sie fur den
IL-1-Rezeptor identifiziert wurden. Auch antiinflammatorische Zytokine wie IL-10 sind

neutralisierend wirksam (Burger und Dayer, 1995; Dinarello, 1995; Kato et al., 1995).
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Blackwell und Christman stellten deshalb die Hypothese auf, dass die Prognose eines
SIRS-Patienten zumindest zum Teil von der Balance der proinflammatorischen
Zytokine mit den neutralisierenden Faktoren abhangt (Blackwell und Christman,
1996). Unterstutzt wird diese These durch eine Reihe von Tierexperimenten, die
sowohl durch den Einsatz von IL-1-Rezeptorantagonisten und I6slichen
TNF-a-Rezeptoren als auch von IL-10 eine signifikante Senkung der Mortalitat
nachweisen konnten (Fischer et al., 1992; Dinarello et al., 1993; Dinarello, 1995; Kato
et al., 1995; Latifi et al., 2002).

Die Antizytokin-Therapie hat bereits Einzug in die Behandlung der rheumatoiden
Arthritis gefunden, die sich als entzliindliche, systemische Gewebserkrankung
manifestiert. Verschiedene kleinere klinische Studien Uber die Wirksamkeit der
Antizytokin-Monotherapie bei Sepsispatienten haben wiederholt geringe Senkungen
der Mortalitat gezeigt (Dinarello, 2001). Um diese ersten Erfolge weiter zu verbessern,
erproben aktuelle Versuchsansatze zur Zeit eine Multi-Antizytokin-Therapie (Huber et
al., 2000).

1.3 Exogene Immunmodulatoren

Auch exogene, nichtinfektidse Faktoren kdnnen das immunologische Gleichgewicht
beeinflussen und dadurch zum Beispiel den Schutz vor angreifenden
Krankheitserregern ~ vermindern  oder  systemische  Entzindungsreaktionen

begunstigen.

1.3.1 Operationstrauma

Jede Gewebeverletzung fuhrt zu einer notwendigen Aktivierung des Immunsystems.
So koénnen eine rasche Wundheilung und die erfolgreiche Bekampfung
eingedrungener Pathogene ermoglicht sowie die Synthese von Autoantikdrpern gegen
korpereigenes Gewebe verhindert werden. Diese tief greifenden immunologischen
Veranderungen konnen jedoch auch zur postoperativen Haufung von

Infektionskrankheiten (den Hoed et al., 1998; Kehlet und Nielson, 1998; Targarona et
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al., 2000), verzdgerten Heilungsreaktionen (Thornton et al., 1997; Clark et al., 2000)
und dem gehauften Auftreten von Schiiben chronischer Krankheiten wie dem Morbus
Crohn (Bauer et al., 1998) fuhren. Bei malignen Tumorerkrankungen wurde nach
operativen Eingriffen eine Zunahme der Metastasierungsrate beschrieben (Weese et
al., 1986; Eggermont et al. 1987).

Die angeborene Immunitat ist im postoperativen Verlauf durch eine Zunahme der
zirkulierenden Monozyten gekennzeichnet. Diese exprimieren jedoch weniger
oberflachliche MHC-Molekile (major histocompatibility complex), so dass die
Fahigkeit der Monozyten zur Antigenprasentation abnimmt. Daruber hinaus sinkt die
Fahigkeit der Monozyten zur chemotaktischen Migration, zur Phagozytose und zur
intrazellularen Pathogenprozessierung (Salo, 1992; Haupt, 1998). Dadurch wird der
primare Abwehrmechanismus der unspezifischen Immunitat gestért und die
aktivierende Schnittstelle zum spezifischen Immunsystem geschwacht. Die durch
Mitogene stimulierbare Synthese und Sekretion der monozytentypischen Zytokine
IL-1, IL-6 und IL-8 wird ebenfalls durch das Operationstrauma beeinflusst, wobei je
nach Zeitpunkt und Ausdehnung des Operationstraumas sowohl erhdhte als auch
verminderte Werte beschrieben wurden (Faist et al., 1992; Hensler et al., 1997; Haupt
et al,, 1998). Auch die Zahl der zirkulierenden NK-Zellen kann wahrend eines

chirurgischen Eingriffs signifikant abnehmen (Tonnesen et al., 1987).

Typisch fur die postoperative Stérung des spezifischen Immunsystems ist die
Abnahme der im peripheren Blut zirkulierenden Lymphozyten, die erst nach Tagen
wieder ihren Ausgangswert erreichen (Salo, 1992). Wahrend bei kleineren operativen
Eingriffen das Verhaltnis von T- und B-Lymphozyten gewahrt bleibt, nimmt die Zahl
der T-Lymphozyten mit zunehmendem Umfang des Eingriffes Uberproportional ab.
Die Analyse der T-Zell-Subpopulationen zeigt dabei eine relative Abnahme der
CD4-positiven T-Helferzellen (Salo, 1992; Bauer, 1998). Daruber hinaus zeigen
funktionelle in vitro Tests intraoperativ eine verminderte Proliferation auf die
Stimulation mit verschiedenen T-zellspezifischen Mitogenen. Die endotoxinstimulierte
Sekretion der T-Zellzytokine IL-2, IL-4, IFN-y und TNF-a ist durch das

Operationstrauma signifikant herabgesetzt (Salo, 1992; Hensler et al., 1997; Bauer,
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1998). Chirurgische Eingriffe bedingen eine schwerwiegende Veranderung der
Immunlage mit dominierender Einschrankung der T-Zellantwort. Das Ausmal} der
Immunmodulation korreliert dabei direkt mit der GroRe des Eingriffs, wie anhand von
Vergleichsstudien zwischen konventionellen und minimal invasiven

Operationstechniken gezeigt wurde (Bitterman et al., 1991; Smit et al., 1996).

Die humorale, durch Immunglobuline vermittelte Immunantwort wird durch eine
Operation nur geringflgig beeintrachtigt, was durch die lange Halbwertszeit der
Antikorper erklart werden kann (Salo, 1992).

Auch neuroendokrine Regelkreise werden durch ausgedehnte Gewebeverletzungen
beeinflusst. Verschiedene Studien konnten einen Einfluss von Operationen auf die
Plasmakonzentrationen von Adrenalin, Noradrenalin, Kortisol und Prolaktin
nachweisen, die teilweise mehrere Tage in die postoperative Phase hinein andauern
(Karayiannakis et al., 1997; Roth-Isigkeit und Schmucker, 1997; Friedrich et al., 1999;
Marana et al., 2003).

1.3.2 Anasthesie und ihre Medikamente

Anasthesieverfahren beeinflussen direkt und indirekt das Immunsystem des
Patienten. Schmerzfreiheit und die Aufrechterhaltung der Homdostase vermindern die
systemische Reaktion auf das operative Trauma und machen die moderne Chirurgie
erst mdglich. Dennoch wurde schon Anfang des letzten Jahrhunderts anhand von
Tierversuchen ein mdglicher negativer Einfluss der Anasthesie auf das Immunsystem
diskutiert (Snell, 1903).

Bis heute konnte wiederholt in Tiermodellen oder in in vitro Experimenten ein Einfluss
verschiedener Narkotika auf immunologische Reaktionen im peripheren Blut
nachgewiesen werden. Die Lyse des Bakteriums Escherichia coli durch periphere
Monozyten wird beispielsweise durch das Barbiturat Thiopental gehemmt (Heller et

al., 1998). Darlber hinaus wird durch Thiopental die T-Zellproliferation nach
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PHA-Stimulation eingeschrankt und die allergische Reaktion vom verzogerten Typ im
Pin-Prick-Test abgeschwacht (Devlin et al., 1994; Devlin et al., 1995).

Andere Narkotika wie zum Beispiel Propofol reduzieren die Phagozytosefahigkeit von
neutrophilen Granulozyten (Heller et al., 1998). Inhalationsnarkotika (Kress und
Eberlein, 1992) und Opiate vermindern sowohl im Tierversuch (Beilin et al., 1992;
Beilin et al., 1996) als auch in in vitro Versuchen (Yeager et al., 1995) die Zytotoxizitat
der NK-Zellen im peripheren Blut, eine Tatsache, die als Ausléser der erhdhten
Tumormetastasierung bei mit Inhalationsnarkotika behandelten Mausen diskutiert wird
(Moudgil und Singal, 1997).

Das grundlegende Problem der in vivo Erforschung des Narkoseeinflusses auf das
menschliche Immunsystem liegt in der schweren Trennbarkeit der Effekte des
operativen Traumas von denen der Anasthesie. Bemerkenswert sind daher die
Ergebnisse der Arbeitsgruppe um Lahat, die anhand eines herzchirurgischen
Patientenkollektivs direkt nach Einleitung einer Narkose mit dem Opioid Fentanyl,
noch vor Beginn des Operationstraumas, einen signifikanten Anstieg an TNF im
peripheren Blut nachweisen konnten (Lahat et al., 1992). Ahnliche Ergebnisse bei
orthopadischen Patienten dokumentieren 20 Minuten nach Einleitung einer
Inhalationsnarkose mit Opiatgabe, vor Beginn des Operationstraumas, einen
signifikanten Rlckgang der zirkulierenden NK-Zellen sowie einen Anstieg der
Produktion der Zytokine IFN-y, TNF-a und des I6slichen IL-2-Rezeptors (Brand et al.,
1997). In einer vergleichbaren Versuchsreihe konnte direkt nach Beginn einer
intravendsen Anasthesie mit Propofol und Fentanyl ein signifikanter Anstieg von
Prolaktin, IFN-y und dem I8slichen IL-2-Rezeptor (slL-2R) sowie ein Abfall der

Serumkonzentration von Kortisol demonstriert werden (Brand et al., 2001).

Weitere Vergleichsstudien haben gezeigt, dass die postoperative Immunantwort
sowohl von den verwendeten Medikamenten als auch vom eingesetzten
Anasthesieverfahren abhangig ist. Eine total intravendse Anasthesie mit dem
Hypnotikum Propofol und dem Opioid Alfentanyl verminderte in einer Studie die
IL-6-Freisetzung nach elektiver Hysterektomie signifikant gegenuber einer

Inhalationsnarkose mit Isofluran und Lachgas (Crozier et al., 1994).
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Auch bei Operationen zur Iumbalen Diskektomie fihrte die intravendse
Propofol/Sufentanyl-Opiatanasthesie im Vergleich zur Inhalationsnarkose mit
Trapanal/Sevofluran zu einer signifikant niedrigeren IL-6 Sekretion ins periphere Blut
(Schneemilch und Bank, 2001). Die Arbeitsgruppe um Gilliland konnte nachweisen,
dass die Serumspiegel von IL-10 postoperativ nach einer Propofol-Narkose signifikant
starker erhoht waren als nach einer Inhalationsanasthesie mit Isofluran (Gilliland et
al.,, 1997). In zwei weiteren Studien wurde nach intravendser Propofol-Anasthesie
eine im Vergleich zu einer Thiopental- oder Isofluran-Inhalationsnarkose signifikante
Erhéhung der zirkulierenden T-Helferzellen festgestellt (Pirttikangas et al., 1994;
Pirttikangas et al., 1996). Auch die Aktivierung neuroendokriner Reaktionen wird
durch die Wahl des Narkoseverfahrens unterschiedlich stark beeinflusst. Nach
Hysterektomien unter Propofol wurden postoperativ, im Vergleich zu einer Isofluran-
Inhalationsanasthesie, deutlich niedrigere Serumkortisolspiegel nachgewiesen
(Pirttikangas et al., 1995).

Der Regionalanasthesie wird im Gegensatz zur Vollnarkose ein geringeres
immunmodulatorisches Potential zugeschrieben. Postoperativ reduzierte
Serumkortisolspiegel, eine abgeschwachte IL-6-Sekretion und geringer ausgepragte
Immunzellverschiebungen im Vergleich zur Vollnarkose wurden sowohl fur die
Epidural- als auch die Spinalanasthesie beschrieben (Rem et al., 1980; Hole et al.,
1982; Hashimoto et al., 1995; Hogevald et al., 2000).

1.4 Spinalanasthesie

Die Spinalanasthesie hat sich seit ihren Anfangen Ende des 19. Jahrhunderts als eine
zuverlassige, kostengunstige und einfache Methode der rickenmarksnahen
Leitungsanasthesie erwiesen. Durch das Einbringen eines Lokalanasthetikums in den
Subarachnoidalraum, den Liquorraum zwischen den weichen Hirnhauten Pia Mater
und Arachnoidea, werden Schmerzlosigkeit und Muskelrelaxation gewahrleistet.
Besonders bei Eingriffen im Bereich des Unterbauches und der unteren Extremitaten
hat sich die Spinalanasthesie bewahrt. Als vorteilhaft haben sich dabei die sehr

geringen Anasthetikadosen, das Fehlen jeglicher zusatzlicher Schmerzmedikation,
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das minimale Gewebetrauma, die erhaltene Spontanatmung und die Vigilanz des
Patienten erwiesen. Aufgrund der glnstigen anatomischen Verhaltnisse wird die
Punktion dabei meistens zwischen den Segmenten L3 und L4 vorgenommen.
Punktionen Uber L2/3 werden am erwachsenen Patienten wegen der hoéheren
Verletzungsgefahr fur das Ruckenmark selten durchgefihrt. Durch die
membranstabilisierende Wirkung der natriumkanalblockenden Lokalanasthetika
kommt es kurz nach der Injektion zu einer rasch zunehmenden Blockade der
Erregungsleitung. Hauptangriffsort der Lokalanasthetika sind hierbei die Vorder- und
Hinterwurzeln der Spinalnerven, aber auch autonome Nervenfasern, gemischte
Nervenstdmme und die oberflachlichen Leitungsbahnen im Rickenmark selbst. Es
kommt zu einer reversiblen sympathischen, sensorischen und motorischen Blockade,

wobei die dinnen Sympathikusfasern zuerst angegriffen werden.

Je kleiner der Durchmesser der Nervenfaser, desto geringer ist die notwendige
Mindestkonzentration des Lokalanasthetikums, die zur vollstandigen Blockade der
Nervenleitung vorliegen muss. Die Ausdehnung der Anasthesie ist dabei sowohl vom
verwendeten Volumen und der Konzentration als auch vom spezifischen Gewicht des
Anasthetikums, bezogen auf das Gewicht des Liquors, abhangig. Ebenso
beeinflussen die Injektionsgeschwindigkeit und die Position des Patienten wahrend
und nach der Injektion die Ausdehnung der Andsthesie. Da unterschiedlich dicke
Nervenfasern verschieden auf Anasthetika reagieren, und die Konzentration des
Lokalanasthetikums mit zunehmender Entfernung vom Injektionsort abnimmt,
resultiert eine abgestufte Blockade. Am Ort der hochsten Konzentration des
Lokalanasthetikums sind alle Sinnesmodalitaten und die Motorik vollstandig blockiert,
wahrend weiter distal aufgrund des geringen Faserdurchmessers nur noch

Sympathikusfasern betroffen sind.

Die Blockade des Sympathikus hat in der Spinalanasthesie eine zweifache
Bedeutung. Einerseits existiert, ahnlich den bekannten Myotomen und Dermatomen,
eine spinale Zuordnung zur sympathischen Innervation der Organe, die bei der
Planung der Anasthesieausbreitung berucksichtigt werden muss. Andererseits ruft die

Blockade praganglionarer Sympathikusfasern eine Vasodilatation im
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Versorgungsgebiet hervor. Dies kann zum Abfall des arteriellen Blutdrucks fihren und
erklart das vom Patienten oft beschriebene Warmegefuhl und Kribbeln in den Beinen
direkt nach Injektion des Lokalanasthetikums.

Das Wirkungsende des Lokalanasthetikums beruht zum einen auf einem
Konzentrationsabfall durch Liquorverdinnung, zum anderen auf der Resorption des

Medikaments.

1.5 Fragestellung

Der Einfluss der Anasthesie auf das menschliche Immunsystem wird seit Iangerer Zeit
erforscht. Die meisten bekannten Studien beschaftigen sich mit immunologischen
Veranderungen in der postoperativen Phase nach verschiedenen Formen der
Volinarkose. Differenzierte Schlussfolgerungen sind bei derartigen Studien nur
begrenzt moglich, weil die gemessenen Veranderungen sowohl den Einfluss des

operativen Traumas als auch der Anasthesie widerspiegeln.

In der vorliegenden Arbeit sollte selektiv der Einfluss der Spinalanasthesie auf das
Immunsystem untersucht werden. Zu diesem Zweck wurden Kontrollblutproben vor
Einleitung der Anasthesie und Studienproben 20 Minuten nach Einleitung der
Spinalanasthesie, jedoch vor Beginn der chirurgischen Intervention, gewonnen. Es
wurden nur Patienten zur invasiven Diagnostik oder kleineren urologischen, elektiven

Operationen untersucht.

Da in einer Reihe von Vorstudien unter Allgemeinanasthesie eine Verschiebung der
Lymphozytenpopulationen im peripheren Blut beschrieben wurde, sollten in einer
ersten Versuchsreihe zellulare Parameter mit Hilfe eines Differentialblutbildes und der
Durchflusszytometrie auf mdgliche Veranderungen untersucht werden. Dabei war von
Interesse, ob unter Spinalanasthesie Veranderungen in der Zusammensetzung der

Lymphozytenpopulationen beobachtet werden kénnen.

Des Weiteren wurden das proinflammatorische Zytokin IFN-y sowie der I8sliche

IL-2-Rezeptor und das Akut-Phase-Zytokin IL-6 im Stimulationsversuch gemessen.
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Neben ihrer Bedeutung flir die Zytokinbalance erlauben die Konzentrationen dieser
Zytokine auch Ruckschlisse auf die Aktivitat ihrer Ursprungszellen. Interferon-y wird
von T- und NK-Zellen synthetisiert.

Ferner wurden die immunwirksamen Hormone Kortisol und Prolaktin als
neuroendokrine Stressparameter gemessen. Aufgrund ihrer Wirkungen sowohl im
Immunsystem als auch im neuroendokrinen System stellte sich die Frage, ob sie eine
wichtige Bindefunktion Ubernehmen und maoglicherweise an der durch eine
Spinalanasthesie ausgeldsten Immunmodulation beteiligt sind. Um die Wirkung des
Hormons Prolaktin auf das Immunsystem genauer zu untersuchen, wurde in
Vorversuchen ein Vollblutstimulationstest mit dem Zusatz verschiedener

Konzentrationen von Prolaktin durchgefuhrt.
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2. Patienten, Material und Methoden

2.1 Patienten

2.1.1 Patientenkollektiv

Durch die Auswahl eines geeigneten Patientenkollektivs sollten mdglichst viele
Storgréllen eliminiert und eine gute Vergleichbarkeit der gemessenen Parameter
durch einen ahnlichen praoperativen Zustand erzielt werden. Daher eigneten sich
urologische Patienten zur invasiven Diagnostik oder kleinen Operationen besonders
gut. Die durchgefihrten Eingriffe waren Zystoskopien, Ureteroskopien,
Ureterschienungen, Gewebebiopsien, Harnblasenoperationen und transurethrale
Prostataoperationen. Bei keinem Patienten war ein Trauma in der unmittelbaren
Vorgeschichte bekannt, das die gemessenen Ausgangswerte hatte beeinflussen
konnen. Abgesehen von den zur Operation flhrenden Krankheitsbildern waren die
Patienten zum Zeitpunkt des Eingriffs gesund und hatten in praoperativen EKG- und

Spirometrieuntersuchungen normale Herz-, Kreislauf- und Lungenfunktionen.

Ausschlusskriterien waren eine eingeschrankte Immunfunktion, ein verminderter
Allgemeinzustand, ein fortgeschrittenes Tumorleiden und jede Alkohol- oder
Drogenabhangigkeit. Aufgrund des relativ hohen Alters der Patienten und den damit
verbundenen  Komorbiditdten (Median: 70 Jahre) konnten regelmaRige
Medikamenteneinnahme und maligne Erkrankungen per se nicht als
Ausschlusskriterien etabliert werden. Dennoch wurde durch eine strenge
Patientenauswahl akribisch darauf geachtet, die Vergleichbarkeit der gewonnenen
Daten nicht zu beeinflussen. Insgesamt wurden 42 konsekutiv operierte Patienten in
die Studie aufgenommen. Die Bestimmung der Zytokinkonzentrationen im
Stimulationsversuch wurde ab Patient 16 fortlaufend durchgefuhrt. Nach den Kriterien
der American Society of Anesthesiologists (ASA), die versuchen das perioperative

Risiko der Patienten anhand eines Punktesystems einzuschatzen, wurden die
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teiinehmenden Patienten als Grad | bis lll klassifiziert. Hohe ASA-Grade korrelieren
dabei mit einem hohen perioperativem Risiko.

Das Alter der Patienten beeinflusst diesen Index ebenso wie Gewicht und
vorbestehende Erkrankungen. Das Einverstandnis fur die Teilnahme an der Studie
wurde bei der Pramedikationsvisite eingeholt. Alle Operationen wurden in den frihen
Morgenstunden durchgefuhrt, um etwaige circadiane Veranderungen der endokrinen
Parameter sowie der Lymphozytenaktivitdt zu minimieren. Tabelle 1 zeigt eine

Zusammenfassung der Patientendaten.

Die prolaktinkonzentrationsabhangigen Stimulationstests des Vorversuchs wurden mit

Vollblut 15 gesunder Blutspender durchgefuhrt.

Tabelle 1:
Zusammenfassung der Patientendaten

Alter in Jahren (Median) 18-88 (70)
Geschlecht (mannlich/weiblich) 3715
Kdrpergewicht in Kilogramm (Median) 50-102 (75.5)
ASA | 11
ASAII 21
ASAIII 10

ASA IV-VI 0

ASA= 6-gradige Klassifikation der American Society of Anesthesiologists zur Beurteilung des
perioperativen Risikos.

2.1.2 Anasthesieverfahren

Die Patienten wurden im Rahmen der routinemaligen Pramedikationsvisite, die am
Abend vor dem operativen Eingriff stattfand, Uber die Durchfuhrung der

Spinalanasthesie aufgeklart und mit einer Dosis von 10-20mg Clorazepat per os
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(Tranxilium ®) pramediziert. Am Morgen des Operationstages wurde den Patienten
nochmals die gleiche Dosis Clorazepat verabreicht.

Im Operationssaal wurde den Patienten ein vendser Verweilkatheter (Brauntle, 17 G,
Braun, Melsungen) gelegt, Uber den zu diesem Zeitpunkt die erste Blutprobe
entnommen wurde. Im Anschluss daran wurde den Patienten 500ml Ringerlésung
venos verabreicht. Daraufhin wurde am sitzenden Patienten der Bereich um die
Einstichstelle gro¥flachig desinfiziert und mit einem sterilen Lochtuch abgedeckt. Zu
Beginn der Anasthesieeinleitung wurden die Patienten im Bereich der spateren
Punktionsstelle bei L3/L4 mit ungefahr 2ml einprozentigem Mepivacain (Scandicain ®)
lokalbetdubt. Erst nach Eintritt der Lokalanasthesie wurde die Punktion des
Subarachnoidalraums mit einer 25 G Nadel durchgefihrt und 2,5-3,5ml 0.5%
Bupivacain (Carbostesin®) injiziert. Die Spinalanasthesie wurde in der isobaren
Technik durchgefuhrt und eine komplette Blockade bis zum Segment Th10 wurde
erreicht. 20 Minuten nach Einleitung der Spinalanasthesie, vor Beginn jeglicher
chirurgischer Intervention, wurde die 2zweite Blutprobe entnommen. Die
Venenpunktion wurde am kontralateralen Arm durchgefuhrt, da aufgrund der bereits
zugefihrten Ringerldsung bei erneuter Abnahme Uber den Verweilkatheter

Verdinnungsartefakte nicht auszuschlielen waren.

2.2 Material

2.2.1 Gerate

Autoclav GLA 40 (Medizin und Labortechnik KG F. Géssner GmbH, Hamburg)
CO--Inkubator 3029, Forma Scientific (Labotec GmbH, Bovenden)
Durchflusszytometer: EPICS XL-MCL (Coulter Electronics GmbH, Krefeld)
ELISA-Reader: Anthos reader 2001 (Anthos Labtec Instruments, Salzburg,
Osterreich)

ELISA-Washer Il (Biotest AG, Dreieich)

Erythrozytenlysator Multi-Q-Prep (Coulter Electronics GmbH, Krefeld)

Gamma Counter: LKB Wallac Gammamaster 1277 (Wallac Distribution GmbH,
seit Mai 2000 PerkinElmer Wallac GmbH, Freiburg)
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Gefriertruhe —80°C: Forma Scientific, Bio Freezer (Labotec GmbH, Bovenden)
Multipipette plus (Eppendorf GmbH, Hamburg)

Pipetboy acu (Intergra Biosciences, Fernwald)

Pipetten Vario-Mikroliterpipetten 0,5-10pl, 10-100pul, 200-1000pI (Eppendorf GmbH,
Hamburg)

Ruttler: Titramax 100 (Heidolph Elektro GmbH, Kelheim)

Sterile Werkbank: Biohazard (Heraeus Christ GmbH, Osterode)

Vitros ECi  Immundiagnostiksystem  (Ortho-Clinical  Diagnostics  GmbH,
Neckargemund)

Vortex Reax 2000 (Heidolph Elektro GmbH, Kelheim)

Zentrifuge: Omnifuge 2.0 RSA (Heraeus Christ GmbH, Osterode)

2.2.2 Laborbedarf

Auslaufpipetten 5ml, 10ml (Sarstedt, Nimbrecht)

Combitips plus 5ml (Eppendorf GmbH, Hamburg)

Eppendorf Reaktionsgefalle (Sarstedt, Nimbrecht)

Facsrohrchen (Greiner, Nurtingen)

Monovetten, Lithium-Heparin 4,5ml (Sarstedt, Nimbrecht)
Monovetten, EDTA 2,7ml (Sarstedt, Nimbrecht)

Monovetten fir Serum 10ml (Sarstedt, NUmbrecht)
Pipettenspitzen, 1-10pl, 10-100ul, 100-1000ul (Greiner, Nurtingen)
PPN Rohrchen 5ml (Greiner, Nirtingen)

Roéhrchen: 5ml, 15ml, 50ml (Sarstedt, NUmbrecht)

Zentrifugenglaser (Caramat, Wiesbaden)
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2.2.3 Reagenzien fur die Durchflusszytometrie

Folgende farbstoffgebundene, monoklonale Antikdrper wurden von der Firma Coulter
Electronics, Krefeld bezogen:
CD3-ECD (energy-coupled dye)
CDS3-FITC (Fluoresceinisothiocyanat)
CD4-PE (Phycoerythrin)

CDS8-FITC

CD14-PE

CD16-FITC

CD19-PE

CD45-FITC

CD56-PE

MauslgG1-FITC

MauslgG1-PE

MauslgG2a-PE

MauslgG2b-ECD

Leukozytenpraparation:

FUr die Zelltypisierung im Durchflusszytometer wurden die Proben mit dem
kommerziellen Reagenzienkit Coulter Clone ImmunoPrep Epics (Coulter Electronics
GmbH, Krefeld) vorbereitet.

2.2.4 Reagenzien fur den Vollbluttest

RPMI-Medium 1640 (Biochrom KG, Berlin)

L-Glutamin 200mM (Gibco GmbH, Karlsruhe)

Penicillin 10000U/ml / Streptomycin 10000ug/ml (Gibco GmbH, Karlsruhe)
Lipopolysaccharid (LPS) aus Escherichia coli, Serotyp 0l11:B4

(Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen)

Phytohamagglutinin (PHA) aus Phaseolus vulgaris, Serotyp L-9017
(Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen)
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Humanes Hormon fur den prolaktinkonzentrationsabhangigen Vollbluttest:
Humanes, rekombinantes Prolaktin, molekulares Gewicht circa 24kDa
(R&D Systems GmbH, Wiesbaden-Nordenstadt)

2.2.5 Testkits

ELISA fur humanes IL-6 und IFN-y

(Bender Medsystems, Medsystems Diagnostics GmbH, Wien, Osterreich)
ELISA fUr den I6slichen IL-2-Rezeptor

(R&D Systems GmbH, Wiesbaden-Nordenstadt)

RIA fur Kortisol (Coulter-Immunotech Diagnostics, Hamburg)

Vitros Chemilumineszens Kit fur humanes Prolaktin

(Ortho-Clinical Diagnostics GmbH, Neckargemind)

2.3 Methoden

2.3.1 Differentialblutbild und Durchflusszytometrie

Eine orientierende Betrachtung der untersuchten Proben wurde anhand des
maschinell erstellten Differentialblutbildes erreicht. Dabei wurden mit Hilfe der
Cyanhamiglobin-Methode die Hamoglobinkonzentration sowie die Leukozyten- und

Granulozytenzahl bestimmt.

Die durchgefuhrte Durchflusszytometrie ermdglichte eine schnelle und zuverlassige
Klassifizierung und Quantifizierung der verschiedenen Lymphozytenpopulationen. In
der Durchflusszytometrie dienen die Zellgrofe, die Zellstruktur und spezifische
Oberflachenmarker als Unterscheidungsmerkmale. Im Durchflusszytometer werden
die aufbereiteten Zellen einzeln an einem Argonlaser vorbeigeleitet. Das dabei
entstehende Streulicht erlaubt eine erste Aufteilung in Lymphozyten, Monozyten und
Granulozyten. Der zusatzliche Einsatz von monoklonalen, zuvor mit den Farbstoffen

Fluoresceinisothiocyanat (FITC) oder Phycoerythrin (PE) markierten Antikdrpern
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gegen eine Reihe von CD-Oberflachenmarkern ermdglicht eine weiterreichende
Immunphanotypisierung. Im  Laserfeld entstehen durch Anregung des
Fluoreszenzfarbstoffes und anschliefender Photonenabgabe Lichtimpulse. Mit Hilfe
dieser Lichtimpulse ist es mdglich, den Anteil der fur den jeweiligen Rezeptor
positiven Zellen zu ermitteln.

Die Obergruppe der Lymphozyten wurde flr das gemeinsame Leukozytenantigen
(CD-45) positiv, sowie fur den Monozytenmarker (CD14) negativ definiert. Innerhalb
der relevanten Lymphozyten wurde die Bestimmung der gesamten T-Zellgruppe
(CD3) durchgefuhrt und eine weitere Differenzierung in T-Helferzellen (CD4) und
zytotoxische T-Zellen (CD8) vorgenommen. Die Charakterisierung der B-Zellen
erfolgte anhand der Expression des CD19-Molekils und der Abwesenheit des
T-zellspezifischen CD3-Oberflachenmarkers. Die kombinierte Expression der Marker
CD16 und CD56 bei fehlender Expression der T- beziehungsweise B-zelltypischen
CD3- oder CD-19-Oberflachenmarker wurde als NK-zellspezifisch gewertet. Als
Negativkontrollen wurden FITC-, ECD- und PE-konjugierte Mausantikorper der
Klassen IgG1 und IgG2 eingesetzt, die spezifisch waren fur Serumproteine oder nicht-

humanes Material.
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Protokoll:
> Antikorperldsungen gemaf folgendem Pipettierschema in 6

Zentrifugenrdhrchen vortropfen

Zu bestimmende Zelltypen Antikorperlosungen (je 10ul)
Lymphozyten - CD14-PE / CD45-FITC
- CD3-ECD

T-Zellen und Subtypen
- CD4-PE / CD8-FITC

- CD3-ECD
NK-Zellen - CD16-FITC
- CD56-ECD
B-Zellen - CD3-FITC / CD19-PE

- MslgG1-PE / MslgG1-FITC

Negativ Kontrolle
- MslgG2b-ECD

- MslgG2a-PE

Negativ Kontrolle
- MslgG1-FITC

» 100ul EDTA-BIut hinzufigen und vorsichtig per Vortex durchmischen

A\

15 min lang bei Raumtemperatur inkubieren

> mit Hilfe des Erythrozytenlysator Multi-Q-Prep und dem Reagenzienkit Coulter
Clone ImmunoPrep Epics in drei Schritten Erythrozyten lysieren, Leukozyten
stabilisieren und fluoreszierende Antikorper fixieren

» im Durchflusszytometer die Rezeptorexpression messen.
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2.3.2 Vollblutstimulationstest

Zur Beurteilung der Aktivitat von Immunzellen bot sich die polyklonale, in vitro
Zellstimulation als aussagekraftige und einfach zu handhabende Methode an. Mit Hilfe
verschiedener Stimulantien wird dabei die Zellproliferation und die Zytokinsekretion
wirkungsvoll induziert. Dies ist besonders hilfreich, da die Konzentration der spontan
freigesetzten Zytokine im peripheren Blut sehr gering ist und meist unter der
Nachweisgrenze der gangigen Bestimmungsmethoden liegt. Der Einsatz von
Mitogenen ermdglicht so einen verlasslichen Zytokinnachweis und eine indirekte

Aussage uUber die Funktion der Immunzellen.

Der Zusatz von unterschiedlichen Konzentrationen an humanem, rekombinantem
Prolaktin ermdglicht es in einem leicht modifizierten Versuchsansatz, den Einfluss von
Prolaktin auf die Funktionalitdt und die Zytokinproduktion der Immunzellen zu
untersuchen. Die notwendigen Anderungen werden im nachfolgenden

Versuchsprotokoll als Einschub dargestellt.
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Protokoll:

» Blut durch  Venenpunktion mit  einer  Lithium-Heparin-Monovette
(15 IU Li-Heparin/ml Blut) abnehmen

» 800ul RPMI-Medium, versetzt mit 2mM Glutamin, 100U/ml Penicillin und
100ug/ml Streptomycin in ein 5ml PPN-Rohrchen vorlegen

» 100yl Vollblut zufGgen und vermischen

» 100yl verdinnte Mitogenlosung oder als Negativkontrolle 100ul Kulturmedium
zugeben und erneut vermischen (Endkonzentration der Mitogene:
LPS: 0,1ug/ml, PHA: 5ug/ml)

0 Zur Untersuchung des Prolaktineinflusses auf die Zytokinproduktion
wird die Suspension wahlweise mit Ong/ml, 5ng/ml, 10ng/ml oder
100ng/ml humanem, rekombinantem Prolaktin versetzt und die Menge
des RPMI-Mediums so angepasst, dass ein Endvolumen von 1000yl
resultiert.

» Inkubation bei 37°C, 5% CO,; und 95% Luftfeuchtigkeit fir 48 oder 120
Stunden
> 800yl zellfreien Uberstand abpipettieren und in Eppendorf-Reaktionsgefalie

uberfuhren; bei —80°C bis zur Zytokinmessung lagern.

2.3.3 ELISA

Die Bestimmung der Zytokinkonzentration im Kulturiberstand erfolgte mit der ELISA
(enzyme-linked immunosorbent assay)-Technik. Das zu bestimmende Zytokin oder
der Rezeptor werden dabei im ersten Schritt durch eine Antigen-Antikorper-Reaktion
an einen spezifischen monoklonalen Primarantikdrper fixiert, der zuvor auf eine
Mikrotiterplatte geschichtet wurde. Ein enzymgebundener Sekundarantikdper bindet
daraufhin an ein anderes Epitop des zu untersuchenden Zytokins. Dieses liegt nun, an
die Mikrotiterplatte gebunden, zwischen zwei Antikdrpern. Der konjugierte
Sekundarantikorper ist notwendig, um nach Zugabe einer entsprechenden
Substratldsung eine Farbreaktion zu katalysieren, deren Umsatz photometrisch

bestimmt wird und proportional zur vorliegenden Zytokinmenge ist.
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Durch einen Vergleich der gemessenen optischen Dichte mit einer Standardkurve
kann die Konzentration jeder einzelnen Probe ermittelt werden.

Die ELISA wurden entsprechend der jeweiligen Arbeitsanweisungen der Testkits
durchgefuhrt.

2.3.4 Chemilumineszenz

Fir die Bestimmung der Prolaktinkonzentration im Serum wurde ein Lumineszenz-
Immunassay eingesetzt, der auf einem ELISA-ahnlichen Prinzip beruht. Die
Konzentrationsmessung basiert hier jedoch nicht auf einer farblich sichtbaren, durch
den sekundaren Antikorper katalysierten Enzymreaktion, sondern wird mittels einer
Lumineszenzreaktion gemessen. Auch hier wurde ein kommerziell erhaltliches Kit
verwendet, dessen Anleitung genau befolgt wurde. Aufgrund der ausgepragten
Ahnlichkeit des Versuchsaufbaus zu den ELISA Testprotokollen wird hier auf eine

detailliertere Beschreibung verzichtet.

2.3.5RIA

Die Messung der Kortisolkonzentration im Serum erfolgte mittels eines kommerziell
erhéltlichen Radio-Immunassay (RIA) der Firma Immunotech. Ahnlich wie bei einem
ELISA bindet hierbei zuerst das im Testansatz enthaltene Kortisol an die mit
monoklonalen Antikdrpern beschichtete Mikrotiterplatte. Die darauf folgende Zugabe
eines J-125 markierten Tracer verdrangt den Analyten kompetitiv aus der Antigen-
Antikdrper-Reaktion. Als Testparameter dient die Menge des an die Mikrotiterplatte
gebundenen J-125. Das im Gamma-Counter gemessene Signal ist dabei umgekehrt
proportional zur Analytenkonzentration. Anhand von ebenfalls bestimmten
Standardwerten lasst sich die Kortisolkonzentration im Serum berechnen. Der RIA
wurde gemal der Testanleitung und unter strenger Bericksichtigung der

Strahlenschutzverordnungen durchgefuhrt.
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2.3.6 Statistik

Die statistische Auswertung der Ergebnisse erfolgte mit dem Programm SPSS fur
Windows des Institutes fur Medizinische Statistik und Dokumentation. Ein Ergebnis
wurde dann als signifikant betrachtet, wenn die Nullhypothese mit einer
Wahrscheinlichkeit von kleiner als 5% verworfen werden konnte, das hei3t p< 0,05
war. Da die gewonnenen Daten aus einer Reihe von Einzelexperimenten stammen
und oft nicht der Normalverteilung folgten, wurden die Ergebnisse als Median der
Einzelresultate dargestellt. Die Ergebnisse des prolaktinabhangigen
Stimulationsversuchs wurden in zwei Schritten analysiert. Zuerst wurde nach
Friedman eine zweiseitige Varianzanalyse durchgefuhrt, um zu untersuchen, ob die
vorhandenen Stichproben aus der gleichen Grundgesamtheit stammten. Bei einem
positiven Ergebnis wurde im Anschluss daran mittels des Wilcoxon-Tests gepruft,
welche Konzentrationen signifikant von einander abwichen. Fur die graphische
Darstellung der gemessenen Ergebnisse boten sich Balkendiagramme mit
Fehlerbalken an, die sowohl den Median als auch das 95% Konfidenzintervall zeigen.
Die Varianz der vor und nach Einleitung der Spinalandsthesie gewonnenen,
abhangigen Daten wurde anhand des Wilcoxon-Test Uberprift. Dabei wird eine
Ranganalyse durchgefuhrt, die Veranderungen innerhalb der einzelnen Probenpaare
beurteilt. Fur die graphische Darstellung der Messergebnisse wurden die so
genannten Box-Plot-Diagramme gewahlt, die als Lagemal den Median zeigen. Durch
die zusatzliche Darstellung der 10%, 25%, 75% und 90% Perzentile erlauben es die
Box Plots dartuber hinaus, eine genauere Aussage Uber die Streuung der
Messergebnisse zu treffen. Abbildung 1 zeigt exemplarisch die Darstellungsweise
durch Box Plots.



2. Patienten, Material und Methoden

Abbildung 1:

Graphische Darstellung der gemessenen
Zytokinkonzentrationen. Gezeigt ist die
Darstellungsweise der Perzentilen
an einem Messzeitpunkt.
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3. Ergebnisse

3.1 Prolaktininduzierte Veranderungen der IFN-y-Sekretion

3.1.1 Prolaktininduzierte IFN-y-Sekretion nach PHA-Stimulation

Die unstimulierten Vollblutkulturen sezernierten sowohl mit als auch ohne
Prolaktinzugabe keine messbaren Mengen von IFN-y in den Kulturlberstand.

Innerhalb der getesteten Prolaktinkonzentrationen wurde eine dosisabhangige,
signifikante Steigerung der IFN-y-Produktion nach PHA-Stimulation im Vollbluttest
beobachtet. Dariber hinaus stieg die Produktion nicht nur im Vergleich zum
Kontrollansatz ohne Prolaktin, sondern auch zwischen den einzelnen
Prolaktinkonzentrationen. Jede Erhdhung der Prolaktinkonzentration in der
Vollblutkultur fihrte zu einer signifikant erhéhten [IFN-y-Ausschittung in den

Kulturiberstand. Eine graphische Darstellung dieser Ergebnisse zeigt Abbildung 2.
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Abbildung 2:

Prolaktininduzierte IFN-y-Produktion nach PHA-Stimulation
nach 120h Inkubation
gemessen bei 15 gesunden Blutspendern
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3.1.2 Prolaktininduzierte IFN-y-Sekretion nach LPS-Stimulation

Entsprechend den Versuchen nach PHA-Stimulation konnte auch nach
LPS-Stimulation eine signifikante Steigerung der IFN-y-Freisetzung durch Prolaktin bis
zu Konzentrationen von 100ng/ml festgestellt werden. Durch die einzelnen
Konzentrationsanderungen von Prolaktin konnten keine signifikanten Veranderungen

induziert werden. Diese Ergebnisse sind in Abbildung 3 verdeutlicht.
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Abbildung 3:

Prolaktininduzierte IFN-y-Konzentration nach LPS-Stimulation
nach 120h Inkubation
gemessen bei 15 gesunden Blutspendern
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3.2 Kortisol- und Prolaktinsekretion unter Spinalanasthesie

Um den Mechanismus der durch die Spinalanasthesie ausgel6sten Immunmodulation
naher zu analysieren, wurden die endokrinen Stressparameter Prolaktin und Kortisol

vor und nach Anasthetikagabe untersucht.

3.2.1 Kortisolkonzentration im Serum

Die im Serum gemessenen Kortisolwerte veranderten sich nach Einleitung der
Spinalanasthesie nur minimal, ohne dass diese Verminderung statistisch signifikant

geworden ware. Die untersuchten Daten sind in Tabelle 2 zusammengefasst.
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3.2.2 Prolaktinkonzentration im Serum

Als weiteres Hormon wurde Prolaktin untersucht, dem ebenfalls eine Schllsselrolle in
der immun-neuroendokrinen Kommunikation zugeschrieben wird. Die Einleitung der
Spinalanasthesie beeinflusste die Serumkonzentration dieses Hormons nur

unwesentlich. Signifikante Veranderungen konnten nicht festgestellt werden.

Tabelle 2:

Veranderungen der Serumkonzentrationen von Kortisol und Prolaktin nach Einleitung der
Spinalanasthesie, gemessen bei 42 Patienten. Angegeben ist der Median mit der
Spannweite.

Vor Einleitung der 20 min nach Einleitung der

Spinalanasthesie Spinalanasthesie
Kortisol (nmol/l) 309 (84-899) 309 (89-718) (n.s.)
Prolaktin (ng/ml) 8 (3-31) 9 (3-29) (n.s.)

n.s.= nicht signifikant

3.3 Hamoglobinkonzentration und Zusammensetzung der

Leukozytenpopulationen unter Spinalanasthesie

3.3.1 Parameter des Differentialblutbildes

Mit Hilfe eines Differentialblutbildes wurden die gewonnenen Proben auf etwaige
Veranderungen der Hamoglobinkonzentration, der zellularen Blutbestandteile sowie
der neutrophilen Granulozyten und der Gesamtleukozytenzahl untersucht. Eine

Ergebnisubersicht ist in Tabelle 3 dargestellt.
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Tabelle 3:

Veranderungen der Hamoglobinkonzentration, der Leukozyten- und Granulozytenzahl
nach Einleitung einer Spinalanasthesie und Gabe von 500 ml Ringer-Lésung

gemessen bei 42 Patienten. Angegeben ist der Median mit der Spannweite

Vor Einleitung der 20 min nach Einleitung der

Spinalanasthesie Spinalanasthesie
Hamoglobin (g/dl) 14,0 (10,0-16,3) 13,8 (9,4-15,3) *
Leukozyten/pl 7100 (2700-16300) 6800 (2600-14300) *
Neutrophile Granulozyten/pl 4600 (1500-12600) 4400 (1500-11000) *
Neutrophile Granulozyten 65,5 (36,5-83,8) 65,0 (34,4-86.9) (n.s.)

(% der Gesamtleukozyten)

* = signifikant gegenliber den Ausgangswerten, p< 0,05
n.s. = nicht signifikant.

Sowohl die Hdmoglobinkonzentration als auch die Leukozyten- und Granulozytenzahl
fielen nach Einleitung der Spinalanasthesie signifikant ab. Der prozentuale Anteil der

Granulozyten an der Gesamtleukozytenzahl zeigte keinen signifikanten Abfall.

3.3.2 Anderungen der Lymphozytenpopulationen

Die Lymphozytenpopulationen wurden vor und nach Einleitung der Spinalanasthesie
mit Hilfe der Durchflusszytometrie quantifiziert, so dass eine Aussage Uber den
Einfluss dieses Anasthesieverfahrens auf die Zusammensetzung der Zellsubtypen
ermoglicht wurde. Es wurden die Gesamtlymphozytenkonzentration und die Anteile
der verschiedenen Lymphozytensubtypen wie NK-Zellen, T-Zellen, T-Helferzellen,
zytotoxische T-Zellen und B-Zellen bestimmt. Tabelle 4 gibt eine Ubersicht Uber die

erhaltenen Ergebnisse.
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Tabelle 4:
Veranderungen der Lymphozytenpopulationen nach Einleitung einer Spinalanasthesie,
gemessen bei 42 Patienten. Angegeben ist der Median mit der Spannweite

Vor Einleitung der 20 min nach Einleitung der
Spinalanasthesie Spinalanasthesie
Lymphozyten/ul 1487,0 (417-2675) 1482,5 (445-2789) (n.s.)
NK-Zellen (%) 12,9 (2,2-38,5) 12,85 (2,5-36,6) (n.s.)
CD3-positive T-Zellen
67,9 (45,1-85,9) 69,9 (42,8-86,7) (n.s.)
(% der Gesamtlymphozyten)
CD4/CD3-positive TH-Zellen
42,9 (25,2-68,6) 44,8 (27,4-67,2) (n.s.)
(% der Gesamtlymphozyten)
CD8/CD3-positive
Zytotoxische/Suppressor-
17,9 (7,8-41,2) 17,9 (7,6-41,5) (n.s.)
T-Zellen
(% der Gesamtlymphozyten)
CD19-positive B-Zellen (%) 11,25 (4,2-26,5) 10,85 (3,8-29,6) (n.s)

n.s. = nicht signifikant

Nach Einleitung der Spinalanasthesie, vor jeglicher chirurgischen Manipulation, wurde
fur die Gesamtlymphozytenkonzentration im Blut keine signifikante Veranderung
beobachtet. Auch T-Zellen, deren Untergruppen T-Helferzellen und zytotoxische
T-Zellen, sowie die B-Zellen und NK-Zellen zeigten nach Einleitung der

Spinalanasthesie keine signifikanten Anderungen in ihrer prozentualen Verteilung.
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3.4 Zytokin- und slL-2R-Sekretion unter Spinalanasthesie

3.4.1 IL-6-Sekretion

Das Akut-Phase-Zytokin IL-6 wurde im Uberstand von LPS-stimulierten
Vollblutkulturen nach einer Inkubationszeit von 48 Stunden gemessen. Abbildung 4
zeigt eine graphische Darstellung der Ergebnisse.

Die unstimulierten Negativkontrollen zeigten keine spontane Freisetzung von
Interleukin-6 in den Vollblutkulturen. Bei nahezu unverandertem Median wurde durch
die Einleitung der Spinalanasthesie kein Einfluss auf die Sekretion des Monokines

IL-6 beobachtet. Eine statistische Signifikanz konnte nicht nachgewiesen werden.

Abbildung 4:

IL-6-Sekretion nach LPS-Stimulation und 48h Inkubation
vor und nach Einleitung einer Spinalanasthesie
gemessen bei 27 Patienten
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3.4.2 slL-2R-Sekretion

Als Stimulanz fur die Freisetzung des sIL-2SR wurde das T-Zellmitogen PHA
eingesetzt. Die Vollblutkulturen wurden 120 Stunden inkubiert. Abbildung 5 zeigt eine
graphische Darstellung der Messwerte im Kulturiberstand. Ohne PHA-Stimulation
konnten zu beiden Zeitpunkten nur minimale Konzentrationen des sIL-2R (ungefahr
10 pg/ml) im Kulturiberstand gemessen werden, die sich statistisch nicht signifikant
unterschieden. In den stimulierten Vollblutkulturen lag der Median zwar deutlich Gber
diesen Kontrollwerten (ungefahr 3000pg/ml), eine statistische Signifikanz zwischen
den Werten vor und nach Einleitung der Spinalanasthesie konnte jedoch ebenfalls

nicht nachgewiesen werden.

Abbildung 5:

sIL-2R-Sekretion nach PHA-Stimulation und 120h Inkubation
vor und nach Einleitung einer Spinalanasthesie
gemessen bei 27 Patienten
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3.4.3 IFN-y-Sekretion

Als Stimulanzien fur die Freisetzung von IFN-y im Vollbluttestansatz dienten LPS und
PHA. Die Messungen erfolgten nach einer Inkubationszeit von 48 Stunden fur LPS
und 120 Stunden fur PHA. Die als Negativkontrollen dienenden, unstimulierten
Zellkulturen zeigten keine Spontanfreisetzung von IFN-y. Sowohl nach Stimulation mit
LPS als auch mit PHA stieg die IFN-y-Freisetzung deutlich an und eine statistische
Signifikanz gemal des Wilcoxon-Tests konnte nachgewiesen werden. Die Ergebnisse

sind in den Abbildungen 6 und 7 dargestellit.

Abbildung 6:

IFN-y-Sekretion nach LPS-Stimulation und 48h Inkubation
vor und nach Einleitung einer Spinalanasthesie
gemessen bei 27 Patienten
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Abbildung 7:

IFN-y-Sekretion nach PHA-Stimulation und 120h Inkubation
vor und nach Einleitung einer Spinalanasthesie
gemessen bei 27 Patienten
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4. Diskussion

Die postoperative Immunsuppression ist ein bekanntes Phanomen und tragt zur
Haufung von Infektionen und Wundheilungsstérungen in diesem Zeitraum bei. Da bei
den meisten Operationen das Gewebetrauma und die damit verbundene
Immunmodulation nur begrenzt minimierbar sind, erhalten die durch das
Anasthesieverfahren ausgeldsten Veranderungen des Immunsystems eine besondere
Bedeutung. Eine Verringerung der anasthesiebedingten Immunsuppression ware

besonders fur bereits praoperativimmungeschwachte Patienten wiinschenswert.

Immunmodulatorische Effekte bei verschiedenen Verfahren der Allgemeinanasthesie
wurden bereits zahlreich beschrieben (Salo, 1992; McBride et al., 1996). Die
vorliegende Arbeit befasst sich daher mit den weniger gut untersuchten Einflissen der
Spinalanasthesie auf das menschliche Immunsystem. Die hier beschriebene Studie
versucht durch die Bestimmung der verschiedenen Lymphozytensubpopulationen im
peripheren Blut, der Zytokinproduktion nach Immunzellstimulation und der
Serumkonzentrationen neuroendokriner Hormone einen Uberblick tber mdgliche
Veranderungen immunologischer Parameter durch die Einleitung einer

Spinalanasthesie aufzuzeigen.

4.1 Immunmodulation durch neuroendokrine Hormone

Die Hormone Kortisol und Prolaktin haben in letzter Zeit zunehmend an Bedeutung
als neuroendokrine Immunmodulatoren gewonnen.

Gut erforscht sind die hemmenden Einflisse der Glukokortikoide auf die Freisetzung
einer Reihe von Zytokinen. Bereits 1984 wurde von der Arbeitsgruppe um Munck
diskutiert, dass die durch Stress gesteigerte Freisetzung von Glukokortikoiden nicht
dem Schutz vor dem ausldsenden Stressor dient, sondern vor dem eigenen,
Ubermaldig  aktivierten  Immunsystem  (Munck et al., 1984). Neuere
Forschungsergebnisse zeigen, dass Glukokortikoide die Produktion von

proinflammatorischen Zytokinen hemmen und gleichzeitig die Freisetzung von
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antiinflammatorischen Zytokinen stimulieren. So werden zum Beispiel die Freisetzung
und Synthese von IL-1, IL-2, IL-6, IFN-y und TNF-a durch Glukokortikoide vermindert
(Wiegers und Reul, 1998). Die Produktion antiinflammatorischer Zytokine wie IL-4,
IL-10 und des transforming growth factor 3 (TGF-3) wird hingegen gesteigert (Elenkov
und Chrousos, 2002). Des Weiteren wurde wiederholt ein hemmender Effekt des
Kortisols auf die NK-Zellaktivitat nachgewiesen (Gatti et al., 1987; Nomoto et al.,
1994). Eine systemische Stressantwort aktiviert demzufolge, durch die Modulation
bestimmter Hormone, eine Reihe immunsupprimierender Mechanismen (Elenkov und
Chrousos, 2002). Gleichzeitig kdnnen verschiedene proinflammatorische Zytokine,
besonders TNF-a, IL-13 und das Akut-Phase-Zytokin IL-6 die Hypothalamus-
Hypophysen-Nebennieren-Achse (HPA-Achse) aktivieren und die
Glukokortikoidfreisetzung steigern (Naito et al.,1992). Daruber hinaus konnten
verschiedene  Arbeitsgruppen die Freisetzung von  Glukokortikoiden an
hypophysektomierten Mausen (Smith et al., 1982), Huhnern (Blalock, 1994) und
Menschen (Fehm et al., 1988) beobachten. Mittlerweile ist bekannt, dass diese
hypophysenunabhangige Kortisolfreisetzung durch die von Monozyten und
Lymphozyten produzierte Form des adrenocorticotropes Hormons (ACTH) vermittelt
wird (Smith und Blalock, 1981).

Veranderungen des Glukokortikoidspiegels sind meist Ausdruck einer stressbedingten
Aktivierung der HPA-Achse, die Uber das im Hypothalamus gebildete corticotropin-
releasing-hormone (CRH) und das von der Hypophyse freigesetzte ACTH eine
Kortisolfreisetzung aus der Nebennierenrinde vermittelt. Erhdhte Kortisolspiegel im
Serum wurden zum Beispiel wahrend psychischer Belastungssituationen (Kiecolt-
Glaser et al.,, 1998; Vedhara et al., 1999), aber auch nach Hamorraghien,
metabolischen Entgleisungen und Infektionen festgestellt (Munck et al., 1984). Das
Cushing-Syndrom ist ein durch erhdhte Kortisolplasmaspiegel gekennzeichnetes
Krankheitsbild. Die Kortisolwerte liegen dabei jedoch deutlich Uber den
stressbedingten Werten. Ursachlich dafur kdénnen ACTH-produzierende Tumore,
Tumore der Nebennierenrinde oder Stérungen der Regulation des Hypothalamus-
Hypophysen-Systems sein. Die Arbeitsgruppe um Kronfol konnte bei Patienten mit

Cushing-Syndrom im Vergleich zu gesunden Kontrollpatienten eine signifikante
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Abnahme des CD4/CD8-Quotienten sowie der NK-Zellaktivitat feststellen (Kronfol et
al., 1996).

Auch Prolaktin ist ein wichtiger neuroendokriner Immunmodulator und kann als
immunologischer Gegenspieler zu Kortisol aufgefasst werden. Man geht davon aus,
dass Prolaktin ebenfalls nicht nur von der Hypophyse, sondern auch von aktivierten
Lymphozyten freigesetzt wird (Montgomery et al., 1992) und seine Sekretion sowohl
durch den Hypothalamus als auch durch Zytokine gesteuert wird. IL-1, IL-2 und IL-6
stimulieren die Prolaktinausschuttung, IFN-y und Endothelin-3 wirken inhibitorisch
(Matera, 1996). Im Gegensatz zu den Glukokortikoiden, die die Freisetzung

proinflammatorischer Zytokine inhibieren, stimuliert Prolaktin deren Produktion.

Prolaktin entfaltet seine Wirkung durch die Bindung an seinen Rezeptor, einem
Mitglied der Haematopoetin/Zytokin-Rezeptor-Superfamilie. Dieser wurde sowohl auf

T- und B-Lymphozyten als auch auf NK-Zellen nachgewiesen (Matera et al., 1988).

Erhéhungen des Prolaktinspiegels konnen durch eine Reihe von Faktoren verursacht
werden. Die haufigsten Ursachen einer Hyperprolaktinamie sind gemal} einer Studie
an 184 Patienten, die mit Symptomen wie Amenorrhoe, Galaktorrhoe, Infertilitat,
Gynakomastie bei Mannern und sogar Sichtfelddefekten einen Arzt aufsuchten, Mikro-
und Makroadenome der Hypophyse, Medikamentennebenwirkungen und Epilepsie
(Suliman et al., 2000). Medikamentenbedingte Hyperprolaktinamien wurden fir
Neuroleptika, Dopaminantagonisten, Antidepressiva, Opiate, Alpha-Methyl-Dopa, und
H.-Rezeptorblocker beschrieben (Gerber, 1990). Physiologische Prolaktinerhdhungen
kénnen durch Schwangerschaft, Stillperiode und Stress (Benker et al., 1990;
Cepicky et al., 1992) ausgelost werden. Diese physiologisch erhdhten
Prolaktinkonzentrationen  kdnnen mit einem  gehauften  Auftreten  von
Autoimmunerkrankungen einhergehen. Prolaktin wird unter anderem eine noch nicht
abschlielend definierte Rolle in der Pathogenese der rheumatoiden Arthritis, des
systemischen Lupus erythematodes und des Reiter Syndroms zugeschrieben (Walker
und Jacobson, 2000; Mc Murray, 2001).
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Neben den bereits genannten Faktoren werden die Serumkonzentrationen dieser
Hormone gemal neuerer Forschungsergebnisse auch durch Opiate/Opioide
beeinflusst. So konnte die Arbeitsgruppe um Brockmann bei ophthalmologischen
Patienten, die sich einer Netzhautoperation in Narkose unterziehen mussten, nach
Gabe von Opioiden (Remifentanil und Sufentanil) einen signifikanten Anstieg der
Prolaktinwerte im Serum nachweisen, wahrend zeitgleich die Kortisolwerte im Serum
signifikant abfielen (Brockmann et al., 2000). Ahnliche Ergebnisse konnten bei
orthopadischen (Brand et al., 2001) und gynakologischen (Jullien et al., 1985)
Eingriffen unter Allgemeinanadsthesie und Gabe des Opioids Fentanyl festgestellt
werden. Heutzutage geht man davon aus, dass die gesteigerte Prolaktinfreisetzung
und der verminderte Serumkortisolspiegel durch die Stimulation zentralnervoser
u-Opiatrezeptoren vermittelt werden. Exemplarisch konnte dieser Mechanismus fur

das Opioid Fentanyl nachgewiesen werden (Hoehe et al.,1988; Pan und Teo, 1989).

4.1.1 Veranderungen der IFN-y-Sekretion durch Prolaktin

In einem Vorversuch dieser Arbeit wurde der Einfluss einer erhdhten
Prolaktinkonzentration im Blut auf die Zytokinproduktion der Immunzellen im
Vollbluttest untersucht. Da erhdhte Prolaktinkonzentrationen unter anderem nach
Allgemeinanasthesie mit Opiatgabe beschrieben wurden, entspricht dieser
Versuchsansatz der Situation nach Einleitung einer Vollnarkose. Die gesteigerte
Prolaktinkonzentration ~ von 100ng/ml  spiegelt eine  anasthesiebedingte
Hyperprolaktinamie wider. Dadurch wird es modglich, die Bedeutung der
neuroendokrinen Veranderungen flr die anasthesiebedingte Immunmodulation

genauer zu bestimmen.

In diesem Versuchsansatz wurde die prolaktinabhangige Sekretion des
proinfammatorischen Zytokins IFN-y im Vollbluttest nach Stimulation mit den
Mitogenen PHA und LPS untersucht.

Das Zytokin IFN-y ist ein wichtiger Regulator der Zytokinkaskade und des

Immunsystems. Es wird von T- und NK-Zellen synthetisiert. Dartber hinaus wird seit
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kurzem auch eine Freisetzung durch antigenprasentierende Zellen diskutiert (Frucht
et al, 2001). Neben weiteren Effekten steigert es die Phagozytose, aktiviert
Makrophagen, T- und NK-Zellen, und vermehrt die Expression verschiedener
Oberflachen- und Adhasionsmolekule (Northoff et al., 1998). IFN-y ist selbst nicht
toxisch, kann aber die Toxizitdt anderer Molekule signifikant steigern. Die
Arbeitsgruppe um Held konnte nachweisen, dass IFN-y Uber seine Wirkung auf
Immunzellen eine normalerweise nicht toxische LPS-Dosis in einen letalen Stimulus
umwandeln kann (Held et al., 1999). Durch die antikdrpervermittelte Neutralisierung
von IFN-y konnte in einer weiteren Studie eine Toleranz gegenlber einer
endotoxinvermittelten Entzindung hervorgerufen werden (Redmond et al., 1992). Das
heilt, dass durch eine Senkung des IFN-y-Serumspiegels der endotoxinvermittelte
Gewebeschaden begrenzt werden konnte. Dies trifft wahrscheinlich auch fir
Gewebeschadigungen zu, die durch nicht infektiose Ursachen ausgeldst werden
(Northoff et al., 1998).

Die vorliegende Arbeit konnte nachweisen, dass humanes, rekombinantes Prolaktin
die IFN-y-Sekretion im Vollblut sowohl nach PHA- als auch nach LPS-Stimulation

signifikant steigern kann.

Dabei wurde das Mitogen PHA benutzt, um die Vergleichbarkeit mit bereits
veroffentlichten Studien zu gewahrleisten. Um festzustellen, ob auch weitere Mitogene
eine vermehrte IFN-y-Freisetzung bewirken kdnnen, wurden die Proben mit dem
Endotoxin LPS stimuliert. LPS ist ein weit verbreitetes, inflammatorisches Agens und
Ubernimmt eine Schlisselrolle in der Pathogenese der Sepsis. Die endotoxinbedingte
IFN-y-Sekretion wird wahrscheinlich indirekt durch von Makrophagen freigesetztes
IL-12 vermittelt (Trinchieri, 1994), welches dann zusammen mit Prolaktin auf die

Lymphozyten einwirkt.

In peripheren Blutmononukleozyten (PBMCs) wurde die IFN-y-stimulierende Wirkung
des Prolaktins nach PHA- und Concanavalin A (Con A)-Stimulation bereits
beschrieben (Cesario et al., 1994). Die Ergebnisse weiterfihrender Studien weisen

auf eine prolaktininduzierte Steigerung der IFN-y-Synthese durch T- und NK-Zellen
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hin (Matera et al., 1999; Matera und Mori, 2000). Es wird angenommen, dass die
prolaktininduzierte Steigerung der IFN-y-Sekretion durch die Hochregulation eines
prolaktinabhangigen Gens bedingt wird. Dieses kodiert fur einen Transkriptionsfaktor,
der gemall seiner Funktion Interferon regulatory factor 1 (IRF-1) genannt wird
(Yu-Lee, 1997; Matera und Mori, 2000).

Der Vollbluttest zur Untersuchung der Zytokininduktion erlaubt es, anders als die
Beurteilung von PBMCs oder aufgereinigten Blutzellen, alle Komponenten des
peripheren Blutes in ihren physiologischen Zellverhaltnissen zu untersuchen. So
kénnen Praaktivierungs- oder Desensibilisierungsreaktionen, wie sie bei der Trennung
von PBMCs vorkommen, vermieden werden. Des Weiteren ist es in diesem Versuch
nicht notwendig Fremdserum zuzuflgen, so dass potentielle Interaktionen zwischen
fremden Proteinen und den Immunzellen umgangen werden kdnnen (Kirchner et al.,
1982).

Die nach verschiedenen Anasthesieverfahren beobachteten  endokrinen
Veranderungen sind gemall den vorliegenden Ergebnissen wahrscheinlich an der

anasthesiebedingten Immunmodulation mitbeteiligt.

4.1.2 Serumspiegel von Prolaktin und Kortisol unter Spinalanasthesie

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Hormone Kortisol und
Prolaktin durch die Einleitung einer Spinalanasthesie nicht beeinflusst werden. Weder
ein Abfall der Kortisolkonzentrationen noch ein Anstieg der Prolaktinwerte, wie sie
nach Einleitung einer Allgemeinanasthesie mit Opiatgabe typisch sind, konnten

beobachtet werden.

Ursache fur die durch Andsthesieverfahren und operative Eingriffe ausgeldste
neuroendokrine Stressantwort sind sowohl die aufgrund des Gewebeschadens
ausgeschutteten Zytokine als auch die Stimulation afferenter, vegetativer Nerven und

zentraler p-Opiatrezeptoren (Farrar und Hall, 1998; Hall und Ali, 1998).
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Da im Rahmen dieser Studie die vegetativen Nerven durch die Spinalanasthesie
blockiert wurden und auf den Gebrauch jeglicher Opiate verzichtet wurde, kénnte die
Konstanz der Prolaktin- und Kortisolwerte auf eine Hemmung der neuroendokrinen
Stressantwort im Rahmen der Regionalanasthesie zurtckgefuhrt werden. Die
Einleitung einer Spinalanasthesie unterdriuckt folglich die proinflammatorischen
Effekte gesteigerter Prolaktinwerte und konnte dadurch, im Unterschied zur
Vollnarkose mit Opiatgabe, in der Lage sein, eine Verschiebung des immunologischen
Gleichgewichtes zu verhindern. Eine Entgleisung des immunologischen
Gleichgewichts kann bis zu einem SIRS fuhren. Moglicherweise kann die
Spinalanasthesie daher gerade bei ausgedehnten Operationen oder bereits
praoperativ immungeschwachten Patienten eine wirkungsvolle Prophylaxe vor

postoperativen Komplikationen darstellen.

4.2 Hamoglobinkonzentration und Zusammensetzung der
Leukozytenpopulationen unter Spinalanasthesie

Nach Einleitung der Spinalanasthesie konnte ein Abfall der Hamoglobin-,
Granulozyten-, und Leukozytenkonzentration im Blut festgestellt werden. Da den
Patienten jedoch zwischen den beiden Blutentnahmen 500ml Ringerlésung infundiert
wurde, um einerseits einem durch die Einleitung der Spinalanasthesie bedingten
sekundaren Blutdruckabfall vorzubeugen, und andererseits den durch die
Nahrungskarenz bedingten nachtlichen Flussigkeitsverlust auszugleichen, ist mit
einem deutlichen intravasalen Verduinnungseffekt zu rechnen (Hahn et al., 1997). Die
im Differentialblutbild bestimmten Konzentrationen muissen daher entsprechend

interpretiert werden.

In der Durchflusszytometrie konnten keine Veranderungen in der prozentualen
Zusammensetzung der einzelnen Lymphozytenpopulationen nach Einleitung der
Spinalanasthesie festgestellt werden. Die hierbei bestimmten prozentualen
Verhaltnisse sind, anders als die absoluten Messwerte im Differentialblutbild, nicht

durch Verdunnungseffekte beeinflussbar. Diese Ergebnisse stehen im Gegensatz zu
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Untersuchungen der Lymphozytensubpopulationen im peripheren Blut unter
Allgemeinanasthesie mit Opiatgabe, die typischerweise einen signifikanten Abfall der
NK- sowie der T-Helferzellen, bei weitgehend unveranderter oder leicht erhdhter Zahl
der zytotoxischen T-Zellen, nachwiesen (Brand et al., 1997; Bauer et al., 1998; Brand
et al.,, 2001). Auch mehrere Vergleichsstudien belegen das Ausbleiben der nach
Allgemeinanasthesie  mit  Opiaten  regelmalig  beschriebenen  zellularen
Veranderungen nach Einleitung einer lumbalen Regionalanasthesie (Rem et al., 1980;

Tonnesen und Wahlgreen, 1988; Hashimoto et al., 1995).

Einzig eine Vergleichsstudie der Arbeitsgruppe um Salo konnte sowohl in der
Lymphozytenkonzentration als auch in der prozentualen Verteilung der
Lymphozytensubpopulationen keine Unterschiede zwischen einer
Allgemeinanasthesie und einer Spinalanasthesie feststellen (Salo et al., 1990).
Anders als in der vorliegenden Arbeit und den meisten Vergleichsstudien wurde von
Salo jedoch der Verlauf der Immunzellverschiebungen bis zum siebten postoperativen
Tag nach Huftoperationen verglichen. Die zweite Probenentnahme erfolgte bei Salo
am ersten postoperativen Tag, so dass keine differenzierte Aussage uber den
alleinigen Einfluss des Anasthesieverfahrens moglich war. Die von Salo
veroffentlichten Ergebnisse mussen vielmehr als Summe der immunmodulatorischen
Effekte von operativem Trauma und Anasthesie angesehen werden. Daruber hinaus
wurde den Patienten in beiden Gruppen postoperativ ein Opiat zur
Schmerzmedikation verabreicht. Aufgrund des starken immunmodulatorischen
Potentials der Opiate ist es wahrscheinlich, dass der Opiateinfluss die Effekte der

Regionalanasthesie maskiert.

Bereits 1983 wurde in einer Reihe von Tierexperimenten das immunmodulatorische
Potential der Opiate beschrieben. Tubaro und seine Kollegen konnten in
verschiedenen Spezies eine Abnahme der Phagozyten und eine Verminderung der
Phagozytenaktivitat feststellen, gemessen an ihrer Fahigkeit Candida albicans
abzutéten. Darlber hinaus nahm das Gewicht der lymphatischen Organe der
Versuchstiere signifikant ab (Tubaro et al., 1983). Fallbeispiele und Studien an

Opiatabhangigen zeigen auflerdem, dass der kontinuierliche Opiatgebrauch mit einem
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erhohten Risiko fur bakterielle, virale und protozoenbedingte Infektionen einhergeht
(Hussey und Katz, 1950; Cherubin und Brown, 1968).

Nicht nur die Langzeitbelastung mit Opiaten wirkt modulierend auf das Immunsystem
ein. Neuere Forschungsergebnisse konnten eine signifikant verminderte
NK-Zellaktivitat nach 36-stindiger Morphinbelastung feststellen, die bei gesunden
Freiwilligen bis zu 24 Stunden nach Beendigung der Opiatexposition anhielt (Yeager
et al., 1995). Sogar die einmalige Gabe von Morphin in einer Konzentration von
30mg/kg fuhrte in Ratten zu einer signifikanten Abnahme der NK-Zelltoxizitat (Shavit
et al., 1987). Eine weitere Studie konnte eine dosisabhangige Zunahme der
Peritonealgranulozyten nach akuter Morphingabe nachweisen (Fecho und Lysle,
2002).

Auch die Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen wird durch Opiate
beeinflusst. Es konnte gezeigt werden, dass die LPS induzierte Sekretion von IL-12
und TNF-a durch Bauchfellmakrophagen unter Opiateinfluss in Mausen ebenso
zunimmt wie die antigeninduzierte Freisetzung von IL-2, IL-4, IL-10 und IFN-y durch
Milzzellen (Peng et al., 2000; Holan et al., 2003). Im Gegensatz zu diesen Arbeiten
konnten einige Arbeitsgruppen an PBMCs einen signifikanten Abfall der Sekretion
verschiedener proinflammatorischer Zytokine beobachten. Nach 24-stundiger
Inkubation mit Morphium sank sowohl die mitogeninduzierte Sekretion von TNF-a als
auch von IFN-y aus PBMCs (Peterson et al., 1987; Chao et al., 1993; Peterson et al.,
1993). Neben einem direkten Effekt auf Immunzellen haben Opiate auch einen
indirekten, Uber das ZNS-vermittelten Einfluss auf das Immunsystem (Peterson et al.,
1998). Dieser Effekt entgeht in vitro-Untersuchungen und ist wahrscheinlich die
Ursache fur die teilweise widersprichlichen Untersuchungsergebnisse. Eine Studie an
Patienten mit akutem Thoraxtrauma, die den Einfluss von Epidural- und
Opiatanalgesie auf die Sekretion verschiedener Zytokine verglich, konnte in
Ubereinstimmung mit unseren Ergebnissen eine signifikante Zunahme des
proinflammatorischen IL-8 nach Opiatanalgesie im Serum feststellen (Moon et al.,
1999).
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4.3 Zytokin- und slL-2R-Sekretion unter Spinalanasthesie

Durch die Untersuchung der Konzentrationen verschiedener Zytokine im Vollbluttest
konnte diese Studie aufzeigen, dass durch die Einleitung einer Spinalanasthesie die
LPS-induzierte Freisetzung des Akut-Phase-Zytokines IL-6 ebenso wenig beeinflusst
wird wie die PHA-bedingte Sekretion des I6slichen IL-2-Rezeptors. Dagegen wird die
LPS- und PHA-induzierte Sekretion von IFN-y durch die Einleitung einer

Spinalanasthesie im Vollbluttest signifikant gesteigert.

Uber die Messung der verschiedenen Zytokine ist es moglich, indirekt eine Aussage
Uber die Aktivitat ihrer Ursprungszellen zu treffen. So deuten die durch die Einleitung
der Spinalanasthesie im Vollblut unveranderten Konzentrationen von IL-6 auf eine
unbeeinflusste Funktion der zirkulierenden Monozyten hin, von denen es
hauptsachlich  freigesetzt  wird.  Daruber hinaus sind auch andere
antigenprasentierende Zellen, wie dendritische Zellen und B-Zellen an der
IL-6-Sekretion beteiligt.

IL-6 ist ein Zytokin mit weitreichendem immunologischem Wirkspektrum und hat als
Entzindungsparameter eine erhebliche Bedeutung bei verschiedenen Erkrankungen.
IL-6 reguliert die Hamatopoese und initiiert und kontrolliert die Synthese von Akut-
Phase-Proteinen, wie dem C-reaktiven Protein (CRP), Fibrinogen und Haptoglobin.
Daruber hinaus beeinflusst es die Differenzierung von Makrophagen und Ubernimmt
eine wichtige Rolle bei der B-Zellreifung (Horn et al., 2000; Diehl und Rincon, 2002;
Naka et al., 2002). Des Weiteren ist es an der TH1/TH2-Differenzierung beteiligt. IL-6
fordert die B-zelldominierte TH2-Antwort und unterdrickt gleichzeitig die Ausbildung
von TH1-Zellen (Diehl und Rincon, 2002).

In Studien Uber den Einfluss des Operationstraumas auf das Immunsystem hat sich
IL-6 als wertvoller Marker fur den postoperativen Verlauf erwiesen, wobei hohe Werte
mit einer erhdhten Komplikationsrate einhergehen (Tonnesen et al.,1996; Sheeran
und Hall, 1997). Auch nach einem Herzinfarkt korreliert die GroRe des

Muskelschadens direkt mit der Hohe des IL-6-Spiegels im Blutserum. Der IL-6-Spiegel
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soll dabei sensitiver sein als die Defektabschatzung durch wiederholte Messungen der
Kreatinkinase (CK) (Sheerhan und Hall, 1997).

Gleichsam dient die Serumkonzentration des l6slichen IL-2-Rezeptors als Marker fur
die T-Zellfunktion. Der slL-2-Rezeptor wird bei der Synthese des Zytokines IL-2 in die
Umgebung freigesetzt und ist daher besonders fur die Aktivitat der TH1-Zellen
kennzeichnend (Rubin und Nelson, 1990). Der Interleukin-2-Rezeptor besteht aus drei
Ketten, die als a-, B-, und y-Ketten bezeichnet werden. Ruhende T-Zellen exprimieren
eine Unterform dieses Rezeptors, der nur aus jeweils einer (3- und y-Kette besteht und
eine geringe Affinitat zu IL-2 aufweist. Erst nach Aktivierung der T-Zelle bindet auch
die a-Kette an den IL-2-Rezeptor und induziert dadurch eine deutlich hdhere Affinitat

zu IL-2. Der slL-2R entspricht dem niedrig affinen IL-2-Rezeptor (Miossec, 1991).

Erhdhte Serumspiegel des slIL-2R wurden wiederholt bei entzindlichen,
autoimmunologischen und hamatologischen Erkrankungen beschrieben. Auch bei der
TransplantatabstoRung sind die sIL-2R Werte signifikant erhdht (Rubin und Nelson,
1990; Miossec, 1991). Sinkende Serumwerte sind dabei mit Therapieerfolgen und
abnehmender Krankheitsaktivitat verbunden. Die Arbeitsgruppe um Kato konnte nach
Oberbauchoperationen eine signifikante Zunahme der slL-2R-Plasmakonzentrationen
nachweisen. Diese Veranderungen waren sogar am dritten postoperativen Tag noch

nachweisbar und korrelierten mit dem intraoperativen Blutverlust (Kato et al., 2000).

In Ubereinstimmung mit den vorliegenden Ergebnissen konnten Hole und Unsgaard
an PBMCs keine Veranderung der Zytokinproduktion vor und nach Einleitung einer
lumbalen Epiduralanasthesie feststellen (Hole und Unsgaard, 1983). Auch eine Studie
der Arbeitsgruppe um Goto konnte nach Einleitung einer Spinalanasthesie keine
Veranderungen der IL-6-Konzentration im Plasma feststellen. Erst mehrere Stunden
postoperativ lie® sich ein signifikanter Anstieg der IL-6-Konzentration im Plasma
verglichen mit den praoperativen Messwerten nachweisen (Goto et al., 2000).

Uber Einflisse der Spinalanésthesie auf den I8slichen IL-2-Rezeptor sind bislang

keine vergleichbaren Studien verdffentlicht worden.
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Frihere Studien, die sich mit Anderungen der Zytokinsekretion unter
Allgemeinnarkose beschaftigten, konnten im Gegensatz zu den hier vorgestellten
Ergebnissen wiederholt signifikante Anstiege der Konzentrationen von sIL-2R, IL-6,
TNF-a und IFN-y nachweisen (Brand et al., 1997; Brand et al., 2001; Schneemilch et
al., 2001).

Es gibt nur wenige Vergleichsstudien Uber Veranderungen der Zytokinsekretion unter
Spinalanasthesie und Vollnarkose, mit teilweise widerspruchlichen Ergebnissen. Sie
beziehen sich darlber hinaus meist auf die postoperative Phase.

Die Arbeitsgruppe um Hogevold konnte keinen Unterschied in der spontanen TNF-a-
und IL-6-Freisetzung im Plasma nach Huftoperationen in Vollnarkose oder
Spinalanasthesie feststellen (Hogevold et al., 2000).

Wheelan und Morris fanden im Gegensatz dazu an PBMCs von Patienten nach
urologischen  Operationen  eine  signifikant  geringere = mitogeninduzierte
Proliferationsrate nach Allgemeinanasthesie verglichen mit Patienten nach

Spinalanasthesie und Operation (Wheelan und Morris, 1982).

Auch IFN-y dient als wichtiger T-Zellaktivitatsmarker. Im Gegensatz zur konstanten
Freisetzung von IL-6 und sIL-2R war die IFN-y-Sekretion in dieser Studie nach
Einleitung einer Spinalanasthesie und Stimulation mit LPS oder PHA signifikant
erhoht.

In Ubereinstimmung mit unseren Ergebnissen konnte die Arbeitsgruppe um Le Cras
eine Veranderung des TH1/TH2-Quotienten zugunsten der IFN-y-produzierenden
TH1-Zellen nach Einleitung einer Spinalanasthesie nachweisen (Le Cras et al., 1998).
Bei den unter Vollnarkose operierten Patienten konnte Le Cras einen vergleichbaren
TH1-Anstieg nicht beschreiben. Im Unterschied zur vorliegenden Studie untersuchte
die Arbeit von Le Cras jedoch die intrazellulare IFN-y-Synthese, ohne die
IFN-y-Sekretion im Kulturiberstand zu messen. Dartber hinaus lag der Messzeitpunkt
in dieser Arbeit nach der urologischen Operation, so dass nur eine begrenzte

Aussage uUber den Einfluss der Anasthesie auf die Messergebnisse zu treffen ist.
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Die Ergebnisse dieses Teilversuches zeigen, dass die Einleitung einer
Spinalanasthesie im Vergleich zu den bereits bekannten Veranderungen nach
Einleitung einer Vollnarkose mit Opiatgabe zu einer deutlich verminderten
proinflammatorischen Zytokinverschiebung fuhrt. Modglicherweise ist das Fehlen
erhohter Prolaktinkonzentrationen als proinflammatorischer Stimulus ursachlich an

den weitgehend unveranderten Zytokinkonzentrationen im Vollbluttest beteiligt.

4.3.1 Beeinflussung der Zytokinsekretion durch direkte pharmakologische

Effekte

Sowohl die Sekretion von IFN-y als auch die Freisetzung von sIL-2R dienen als
Marker fir die Aktivitat der T-Zellen, so dass die in der vorliegenden Arbeit
beschriebenen gegenlaufigen Messergebnisse interpretiert werden mussen.
Pharmakologische Effekte konnten direkt die IFN-y-Synthese auslésen und so die
erhohte IFN-y-Sekretion bei gleich bleibenden slL-2R-Konzentrationen erklaren. In
einer Reihe von in vitro Untersuchungen konnte der Einfluss verschiedener
Lokalanasthetika auf Parameter des Immunsystems nachgewiesen werden.
Besonders die Phagozytosefahigkeit und die Zytotoxizitat neutrophiler Granulozyten
scheinen in vitro durch Lokalanasthetika gehemmt zu werden. Entsprechende
Ergebnisse konnte die Arbeitsgruppe um Azuma fir die Lokalanasthetika Lidocain,
Mepivacain, Procain, Prilocain und Tetracain in Konzentrationen von 0,1mg/ml
prasentieren (Azuma et al., 2000). Auch das Lokalanasthetikum Bupivacain fuhrte
durch  eine  verminderte  Expression von  Oberflachenrezeptoren  auf
polymorphkernigen Leukozyten zu einer verminderten Phagozytoseaktivitat (Welters
et al.,, 2001). Darlber hinaus war das Lokalanasthetikum Lidocain in einer
Konzentration von 2ug/ml in der Lage, die NK-Zellzytotoxizitat signifikant zu senken
(Mitsuhata et al.,, 1991). NK-Zellen sind neben den T-Zellen die wichtigsten
IFN-y-Produzenten, so dass ein Einfluss verschiedener Lokalanasthetika auf die

IFN-y-Synthese denkbar ware.
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Eine Studie der Arbeitsgruppe um Giasi konnte jedoch nach einer Spinalanasthesie
nur minimale Lokalanasthetikakonzentrationen im Blutplasma nachweisen (Giasi et
al.,, 1979). Die im Plasma gemessenen Werte lagen dabei um vier Zehnerpotenzen
unter den zur Anasthesie in den Subarachnoidalraum infiltrierten Konzentrationen. In
einer vergleichbaren Studie konnte die Arbeitsgruppe um Yokoyama bei Eingriffen an
den unteren Extremitaten, dem Unterbauch und der Lunge, die in Epiduralanasthesie
durchgefuhrt wurden, ahnliche Ergebnisse nachweisen (Yokoyama et al., 2001).
Diese geringen Konzentrationen liegen deutlich unter den in in vitro Untersuchungen
verwendeten Lokalanasthetikakonzentrationen. Ein direkter pharmakologischer Effekt
auf die Immunzellen im peripheren Blut durch die bei einer Spinalanasthesie

gegebenen Medikamente erscheint deshalb wenig wahrscheinlich.

Auch ein steigernder Effekt auf die IFN-y-Synthese durch Prolaktin kann
ausgeschlossen werden, da die Einleitung einer Spinalanasthesie nicht zu einer

Veranderung der Prolaktinkonzentration im Serum fuhrt.

4.3.2 Beeinflussung der Zytokinsekretion durch die Wahl des Mitogens

Die Diskrepanz zwischen der konstanten slL-2R-Freisetzung und der signifikant
gesteigerten IFN-y-Sekretion konnte auch durch Unterschiede im Stimulationsprozess
der Zytokinfreisetzung ausgeldst sein, wie sie von der Arbeitsgruppe um Luxembourg
beschrieben wurden. Nach Stimulation mit dem Superantigen Staphylokokken-
Enterotoxin-A (SEA) konnten sie im Vergleich zur IL-2-Freisetzung eine bis zu
1000-fach starkere IFN-y-Sekretion aus T-Zellen transgener Mause feststellen
(Luxembourg et al., 2002).

In der vorliegenden Studie wurde die Sekretion des sIL-2R durch das Mitogen PHA
induziert, das ein pflanzliches Lektin ist und hauptsachlich eine polyklonale
Stimulation von T-Zellen bewirkt. Man nimmt an, dass die Wirkung durch die Bindung
an Oligosaccharidketten auf T-Zellen vermittelt wird (Kanellopoulos et al., 1985). Nach
Einleitung der Spinalanasthesie und Stimulation mit PHA Dblieb die
slL-2R-Sekretion konstant.
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Die IFN-y-Sekretion wurde dartuber hinaus auch durch LPS stimuliert. Dieser
Stimulationsweg ist von Monozyten abhangig und induziert vorwiegend die Produkte
der TH1-Lymphozyten wie IFN-y und IL-2 (Mattern et al., 1994; Trinchieri, 1994).
Sowohl nach Stimulation mit PHA als auch mit LPS stieg die IFN-y-Sekretion

signifikant an.

Da es sich bei der Induktion des Ioslichen IL-2-Rezeptors durch PHA um ein
Standardverfahren der Zytokinbestimmung handelt, erscheint eine zu geringe
Stimulation als Grund fur die konstante sIL-2R-Konzentration wenig wahrscheinlich.
DarlUber hinaus spricht auch die gesteigerte IFN-y-Sekretion, die sowohl nach LPS-
als auch nach PHA-Stimulation nachweisbar war, gegen eine mangelhafte
T-Zellinduktion durch PHA. Superantigene, fur die eine selektive Steigerung der
IFN-y-Sekretion beschrieben wurde, wurden in dieser Studie nicht verwendet. Eine
durch den Stimulationsweg ausgeloste Differenz zwischen der INF-y-Freisetzung und

der sIL-2R-Sekretion erscheint wenig wahrscheinlich.

Denkbar erscheint jedoch eine gegenlaufige Beeinflussung der IFN-y- und
IL-2-Sekretion durch die partielle Sympathikolyse nach Einleitung einer
Spinalanasthesie. Eine Untersuchung der Arbeitsgruppe um Madden konnte an
Lymphknotenlymphozyten von Mausen nach chemischer Sympathikusblockade eine
signifikant erhohte IFN-y-Freisetzung bei gleichzeitig unveranderten

IL-2-Konzentrationen nachweisen (Madden et al., 1994).

4.3.3 Beeinflussung der Zytokinsekretion durch den Sympathikus und die
Sympathikolyse

Bereits seit den Arbeiten von Hans Selye in den 30er Jahren des vergangenen
Jahrhunderts wird ein Einfluss des vegetativen Nervensystems auf das Immunsystem
diskutiert. Dabei werden dem Sympathikus und dem Neurotransmitter Noradrenalin

eine immunmodulatorische Rolle zugeschrieben.
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Mittlerweile konnte anhand von in vitro Versuchen gezeigt werden, dass die
NK-Zellaktivitat durch mikromolare Konzentrationen von Noradrenalin gehemmt
(Hellstrand et al.,, 1985) und die mitogeninduzierte TNF-a-Produktion von
Makrophagen durch Katecholamine vermindert (Hu et al.,, 1991) werden. Diese
Effekte werden offensichtlich durch p2-Adrenozeptoren auf der Zelloberflache
vermittelt und lassen sich durch den 2-Antagonisten Propranolol aufheben (Friedman
und Irwin, 1997). In Bauchfellmakrophagen von Mausen konnte die
TNF-a-Freisetzung durch [B-Agonisten signifikant herabgesetzt und durch
B-Adrenozeptor-Antagonisten deutlich gesteigert werden (Spengler et al., 1994). Eine
experimentelle, stressbedingte Sympathikusaktivierung konnte in in vivo
Tierversuchen eine Verminderung der Lymphozytenproliferation und der
mitogeninduzierten IFN-y-Produktion hervorrufen (Luecken und Lysle, 1992; Dobbs et
al., 1993). Aufgrund des immunmodulatorischen Potentials des Sympathikus scheint
ein Einfluss auf die IFN-y-Synthese mdglich zu sein. Neuere Forschungsergebnisse
der Arbeitsgruppe um Malarkey unterstreichen diese Hypothese, indem sie
nachwiesen, dass Noradrenalin die IFN-y-Synthese humaner, peripherer Immunzellen
signifikant hemmen kann (Malarkey et al., 2002). Die verminderte IFN-y-Freisetzung
wird wahrscheinlich Uber eine Hemmung des lymphocyte growth hormone (L-GH) und
der dadurch bedingten Hemmung des TH1-Zytokinprofils verursacht. Insgesamt wird
einer Sympathikusaktivierung eine Hemmung proinflammatorischer Immunreaktionen

zugeschrieben.

Durch die Epidural- oder Spinalanasthesie werden neben den motorischen und
sensorischen Nervenfasern auch die Sympathikusfasern blockiert, so dass die
Noradrenalinkonzentration im Blutplasma signifikant abnimmt (Baron et al., 1986).
Sogar ein in Epiduralanasthesie durchgefuhrter Kipptischversuch fuhrte, trotz eines
Blutdruckabfalls bei den Probanden, nicht zu einer Zunahme des
Noradrenalinspiegels im  Blutplasma (Ecoffey et al., 1985). Neuere
Forschungsergebnisse konnten bei intraneuronaler Messung eine vollstandige
Blockade der Sympathikusaktivitdt nach einer Spinalanasthesie nachweisen (Kirno et

al., 1993). Da es sich bei der Spinalanasthesie jedoch um ein regionalanasthetisches
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Verfahren handelt, erfolgt nur eine partielle, auf das betdubte Gebiet beschrankte

Sympathikolyse.

Die Wirksamkeit dieser Sympathikolyse auf das Immunsystem wurde vor kurzem
durch die Arbeitsgruppe um Yokoyama nachgewiesen, die eine signifikante Abnahme
der NK-Zellaktivitat nach Einleitung einer Epiduralanasthesie feststellte (Yokoyama et
al., 2001). In der gleichen Studie beschrieb Yokoyama auch eine signifikante
Abnahme der prozentualen NK-Zellzahl im peripheren Blut sowie eine signifikante
Zunahme des CD4/CD8-Quotienten. Die Epiduralanasthesie bendtigt jedoch deutlich
hdhere Dosen des verwendeten Lokalanasthetikums und fuhrt dementsprechend zu
hdheren Plasmakonzentrationen des Lokalanasthetikums. Der Unterschied zu den
hier prasentierten Daten, die keine Zellverschiebung nachweisen konnten, ist daher
moglicherweise durch die im Vergleich zur Spinalanasthesie weitaus hoheren

Anasthetikakonzentrationen im Rahmen der Epiduralanasthesie bedingt.

In weiterfUhrenden Versuchen konnte wiederholt eine gesteigerte Zytokinfreisetzung
unter Symphatikolyse gezeigt werden. So stieg zum Beispiel die mitogeninduzierte
Proliferation von Rattenlymphozyten nach sympathischer Denervierung signifikant an
(Castrillion et al., 1998). Auch die mitogeninduzierte IFN-y-Synthese sowie die
spontane IFN-y-Freisetzung nahmen nach sympathischer Denervierung in
Rattenlymphozyten, die aus zervikalen Lymphknoten gewonnen wurden, signifikant zu
(Castrillion et al., 2000). Lymphknoten sind sekundare lymphatische Organe und
enthalten postganglionare, unmyelinisierte, noradrenerge Fasern, die mit den
GefalRen eintreten und sich anschlieBend hauptsachlich in die kapsularen und
subkapsularen Bezirke sowie in die medullaren Regionen verteilen. Sowohl die
Kapsel und der Sinus als auch die Medulla und der an T-Zellen reiche Kortex und
Parakortex werden von sympathischen Nervenfasern versorgt. Nur die Lymphfollikel
bleiben von der nervalen Versorgung ausgespart (Felten et al.,1987; Zwingmann-
Cornelius, 2001).
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Der in der vorliegenden Studie beschriebene signifikante Anstieg der IFN-y-Synthese
im Vollblut nach Stimulation mit PHA und LPS ist also moéglicherweise durch die

Sympathikusblockade bedingt.

4.4 Immunmodulation durch fortgeschrittenes Alter

Neben dem Einfluss der Spinalanasthesie muss in der vorliegenden Studie auch mit
einer moglichen Beeinflussung der gemessenen Parameter aufgrund des
fortgeschrittenen Alters der untersuchten Patienten gerechnet werden. Sowohl die
Vergleichswerte vor Einleitung als auch die Resultate nach Einleitung der
Spinalanasthesie konnten mdglicherweise durch das relativ hohe Alter der
untersuchten Patienten beeinflusst worden sein. Das Alter der Patienten lag in dieser
Studie im Median bei 70 Jahren. Generell geht man von einer Abnahme der
Immunfunktion bei Senioren aus, wobei die T-zellvermittelte Immunantwort am
deutlichsten betroffen ist. Neuere Studien deuten auch auf eine Abnahme der
humoralen Immunantwort hin, wobei dies wahrscheinlich eine Folgeerscheinung der

primar gestorten zellularen Immunantwort darstellt (Pawelec et al., 2002).

Obwohl wiederholt eine Altersabhangigkeit der Zytokinsekretion diskutiert wurde (Wei
et al., 1992; Fagiolo et al., 1993; Sindermann et al., 1993; Song et al., 1993; Molteni et
al., 1994), konnte eine Metaanalyse, die die Ergebnisse von 60 Studien Uber den
Einfluss zunehmenden Alters auf die Zytokinsekretion auswertete, keinen konstanten
Effekt auf die Freisetzung verschiedener Zytokine feststellen (Gardner und Murasko,
2002). Auch eine Studie, die versuchte, den Einfluss des Alters auf die perioperative
Immunmodulation zu untersuchen, konnte keine Unterschiede in der Zytokinsekretion

bei alteren Patienten feststellen (Roth-Isigkeit et al., 1998).

Die Serumwerte des in dieser Studie gemessenen Hormons Prolaktin werden
anscheinend ebenfalls durch das Patientenalter beeinflusst, wobei widersprtchliche
Ergebnisse vorliegen. Eine Studie, die den Einfluss des Patientenalters auf die

Prolaktinkonzentration nach einem gleich bleibenden chirurgischen Trauma beurteilte,
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konnte jedoch sowohl pra- als auch postoperativ keine signifikanten altersabhangigen

Unterschiede feststellen (Arentz et al., 1984).

Alle in der vorliegenden Studie gemessenen Ergebnisse wurden in Verhaltnis zu den
Werten vor Einleitung der Spinalanasthesie gesetzt; dabei wurden stets
Ergebnisveranderungen, nicht die numerischen Werte der Messergebnisse beurteilt.
Eine Verzerrung der Endergebnisse erscheint daher wenig wahrscheinlich. Darlber
hinaus nahmen trotz des hohen Altersmedians des untersuchten Patientenkollektivs
auch jugendliche Patienten an der vorliegenden Studie teil, ohne dass sich die
Messergebnisse einzelner Patienten signifikant von den Medianwerten unterschieden.
Die gefundenen Resultate durften daher selektiv den Einfluss der Spinalanasthesie
auf das Immunsystem widerspiegeln.

Es kann trotz der bekannten Umstellung innerhalb des Immun- und neuroendokrinen
Systems aufgrund steigenden Alters davon ausgegangen werden, dass die hier

vorgestellten Resultate nicht durch das hohe Alter der Patienten verfalscht wurden.

4.5 Klinische Relevanz

Die in dieser Studie gezeigte fehlende proinflammatorische Immunmodulation durch
eine  Spinalanasthesie = konnte am  positiven postoperativen  Verlauf
regionalanasthetisch operierter Patienten beteiligt sein. Eine Metaanalyse, die 15
randomisierte Studien zu Huftoperationen verglich, konnte eine verminderte
Ein-Monats-Mortalitdt sowie ein geringeres Risiko fur Beinvenenthrombosen unter
Regionalanasthesie feststellen (Urwin et al.,, 2000). Die Risikosenkung fur
Beinvenenthrombosen nach Operationen in Spinalanasthesie ist moglicherweise
durch die in dieser Studie nachgewiesene Minderung der anasthesiebedingten
Immunmodulation hervorgerufen, da neuere Erkenntnisse wiederholt einen
koagulationsfordernden Effekt proinflammatorischer Zytokine aufzeigen konnten
(Esmon et al., 2000; Joseph et al., 2002; Shebusi und Kilgore, 2002). Durch die
Konstanz des immunologischen Gleichgewichts scheint die Spinalanasthesie nicht nur
schwerwiegende Zytokinentgleisungen, die bis zum SIRS flhren koénnen, zu

verhindern, sondern auch das Risiko thromboembolischer Komplikationen zu senken.
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Gerade bereits praoperativ immungeschwachte Patienten konnten vom Einsatz der

Spinalanasthesie und dem Erhalt der immunologischen Homdostase profitieren.

4.6 Schlussfolgerungen

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen Auswirkungen der Spinalanasthesie auf das
Immunsystem. Durch die Beurteilung verschiedener Parameter des Immunsystems
ermdglicht es diese Studie, einen umfassenden Uberblick (iber die Funktionen des
Immunsystems zu gewinnen. Dabei konnte fur IFN-y ein Anstieg der Sekretion im
Vollbluttest nachgewiesen werden, wahrend IL-6, der l6sliche IL-2-Rezeptor und
zellulare Parameter unbeeinflusst blieben.

Diese Ergebnisse zeigen deutliche Unterschiede im Vergleich zur bisher verfugbaren
Literatur Gber den Einfluss der Vollnarkose auf das Immunsystem. Wiederholt wurde
nach Einleitung einer Vollnarkose sowohl ein signifikanter Abfall der NK- sowie der
T-Helferzellen, bei weitgehend unveranderter oder leicht erhohter Zahl der
zytotoxischen T-Zellen, als auch ein signifikanter Anstieg der mitogeninduzierten
Konzentrationen von sIL-2R, IL-6, TNF-a und IFN-y beschrieben. Die Hormone
Prolaktin und Kortisol, denen bereits mehrfach ein eigenes immunmodulatorisches
Potential zugeschrieben wurde, scheinen ursachlich fur diese Veranderungen zu sein.
Nach Einleitung einer Spinalanasthesie bleiben Serumkonzentrationen von Prolaktin
und Kortisol unverandert. In den durchgefihrten Vorversuchen konnte die

IFN-y-steigernde Wirkung des Prolaktins nachgewiesen werden.

Aufgrund der partiellen Sympathikolyse scheint die Spinalanasthesie sowohl, wie in
der Literatur beschrieben, die Katecholaminsekretion zu unterdriicken als auch die
Zytokinantwort weitgehend unbeeinflusst zu lassen. Die immunologische Homdostase
bleibt dadurch gewahrleistet. Auch an der gesteigerten IFN-y-Sekretion, die in dieser
Studie beobachtet wurde, scheint die Sympathikolyse beteiligt zu sein. Dies ist ein

weiteres Bespiel flr eine neuroendokrinvermittelte Immunmodulation.

Im Vergleich zur Allgemeinanasthesie mit Opiaten/Opioiden fallt die durch eine

Spinalanasthesie verursachte Immunmodulation nur gering aus. Der damit
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einhergegende Erhalt der immunologischen Homdostase konnte gerade bei bereits
praoperativ immungeschwachten Patienten zu einer Verminderung postoperativer

Komplikationen fuhren.

Weitere Studien, in denen die Auswirkung einer Sympathikolyse auf immunologische
Parameter und besonders die Zytokinsekretion untersucht werden, konnten dazu
beitragen, die grundlegenden Mechanismen der hier beobachteten Veranderungen

genauer zu verstehen.
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5. Zusammenfassung

Die perioperative Immunsuppression ist ein bekanntes Phanomen und wird nach
heutigem Wissen sowohl durch das Operationstrauma als auch durch die Anasthesie
ausgelost. Da bei den meisten Operationen das Gewebetrauma und die damit
verbundene Immunmodulation nur begrenzt minimierbar sind, erhalten die durch das
Anasthesieverfahren ausgeldsten Veranderungen des Immunsystems eine besondere
Bedeutung. Der immunmodulierende Effekt der Vollnarkose ist bereits umfangreich
beschrieben worden. Nur wenig ist derzeit Uber Einflisse der Spinalanasthesie auf
das Immunsystem bekannt.

Die vorliegende Arbeit befasst sich deshalb mit den Auswirkungen der
Spinalanasthesie auf das Immunsystem. Dazu wurden direkt nach Einleitung der
Anasthesie, vor Beginn des chirurgischen Eingriffs, sowohl zellulare Parameter als
auch die Zytokinsekretion im Vollbluttest und neuroendokrine Stressparameter mit
dem Zustand vor Einleitung der Spinalanasthesie verglichen. Diese Parameter wirken
als Effektoren, Botenstoffe und Regulatoren des Immunsystems und geben daher
einen Uberblick (iber das immunmodulatorische Potential der Spinalanasthesie.

In einem Vorversuch wurde daruber hinaus der Einfluss des Hormons Prolaktin auf
die IFN-y-Sekretion beurteilt. Dem Hormon Prolaktin wird eine wichtige Rolle bei der
anasthesiebedingten Immunmodulation zugeschrieben. Es konnte nachgewiesen
werden, dass humanes, rekombinantes Prolaktin die IFN-y-Freisetzung nach LPS-
und PHA-Stimulation signifikant steigert.

Insgesamt wurden 42 urologische Patienten untersucht. Zunachst wurden anhand der
Durchflusszytometrie  zellulare Parameter vor und nach Einleitung der
Spinalanasthesie bestimmt. Dabei zeigten sich keine Veranderungen in der
prozentualen Zusammensetzung von B-, T- und NK-Zellpopulationen im peripheren
Blut.

Zur Messung der Zytokinsekretion wurde das Patientenblut im Vollbluttest mit
verschiedenen Mitogenen stimuliert und anschlieBend die Konzentration im ELISA

bestimmt. Die Sekretion des Zytokines IL-6 und des Zytokinrezeptors sIL-2R wiesen
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nach Anasthesieeinleitung keine Veranderungen zu den Ausgangswerten auf. Das
Zytokin IFN-y stieg sowohl nach LPS- als auch nach PHA-Stimulation signifikant an.
Der Einfluss der Spinalanasthesie auf die neuroendokrinen Hormone Kortisol und
Prolaktin wurde anhand der RIA- und Chemilumineszenstechnik untersucht. Sowohl
die Serumspiegel von Kortisol als auch von Prolaktin wurden durch die Einleitung der
Spinalanasthesie nicht beeinflusst.

Eine prolaktinvermittelte  IFN-y-Erhéhung ist also nach Einleitung einer
Spinalanasthesie nicht zu erwarten. Moglicherweise ist die partielle Sympathikolyse
der auslosende Mechanismus der gesteigerten IFN-y-Freisetzung. Nach Einleitung
einer Vollnarkose mit Opiatgabe scheint Prolaktin jedoch ursachlich fur die mehrfach
beschriebene proinflammatorische Immunmodulation zu sein.

Die gewonnenen Ergebnisse zeigen eine nur geringe Immunmodulation durch die
Einleitung der Spinalanasthesie auf. Das Ausbleiben tief gehender immunologischer
Veranderungen kdnnte am wiederholt beschriebenen positiven postoperativen Verlauf

nach Operationen in Spinalanasthesie beteiligt sein.
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6. Abkurzungen

ACTH

APC

ASA

CD

CK

Con A
CRH

CRP
CSF

ECD

EDTA
ELISA

FITC
GF
HPA-Achse

adrenocorticotropes Hormon
antigenprasentierende Zelle
Amerikanische Anasthesistenvereinigung
(american society of anesthesiologists)
Differenzierungsmarker

(cluster of differentiation)
Kreatinkinase

(creatin kinase)

Concanavalin A
kortikotropinfreisetzendes Hormon
(corticotropin-releasing-hormone)
C-reaktives Protein
koloniestimulierender Faktor

(colony stimulating factor)
energiegebundener Farbstoff
(energy-coupled dye)
Ethylendiamintetraacetat
enzymgekoppelter Immunosorbenttest
(enzyme-linked immunosorbent assay)
Fluoresceinisothiocyanat
Wachstumsfaktor (growth factor)
Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse
(hypothalamus-pituitary-adrenal-axis)
Interferon

Immunglobulin

Interleukin

interferonregulierender Faktor 1
Lymphozyten-Wachstumsfaktor
(lymphocyte growth hormone)

Lipopolysaccharid
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MHC

NK-Zellen
PBMC

PE
PHA
PRL
RIA
RPMI

SEA
sIL-2R

SIRS
TGF

TH-Zellen
TNF
ZNS

Haupthistokompatibilitdtskomplex

(major histocompatibility complex)
Naturliche Killerzellen

mononukleare Zellen des peripheren Blutes
(peripheral blood mononuclear cells)
Phycoerythrin

Phytohamagglutinin

Prolaktin

Radio-Immunassay

Kulturmedium

(Roswell Park Memorial Institute Medium)
Staphylokokken-Enterotoxin-A

I6slicher Interleukin-2-Rezeptor

(soluble interleukin-2-receptor)

systemic inflammatory response syndrome
transformierender Wachstumsfaktor
(transforming growth factor)

T-Helferzellen

Tumor-Nekrose-Faktor

Zentralnervensystem
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