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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1. Das menschliche Immunsystem

Das Wort Immunologie stammt aus dem Lateinischen ,,immunis®, was soviel wie ,,frei
von Lasten, frei von Krankheiten“ bedeutet. Die grundlegende Aufgabe des
Immunsystems besteht darin, zwischen korpereigenen und fremden Antigenen zu
unterscheiden und fremde Antigene aus dem Kaorper zu eliminieren.

Das menschliche Immunsystem schitzt vor Infektionserregern, bek&mpft Tumorzellen
und gewadhrleistet so die Integritdt des Organismus. Es stellt eine biologische
Funktionseinheit dar, die angeborene und erworbene Immunitat beinhaltet und auf
humoraler und zellulérer Ebene agiert.

Die angeborene Immunitét reagiert unspezifisch auf Antigene, wobei Komplementsystem
und unspezifische Resistenzfaktoren als humorale Faktoren wirken und unspezifische
Abwehrzellen wie Makrophagen, Monozyten, Mastzellen, Granulozyten und natirlichen
Killerzellen (NK-Zellen) die zelluldren Faktoren darstellen.

Unter spezifischer Immunitat versteht man die erworbene Immunantwort, die durch
Spezifitat und Gedachtnis charakterisiert ist. Als humorale Elemente sind die Antikorper
(Immunglobuline) und als zellulare Elemente T- und B-Lymphozyten dem erworbenen
System zugeordnet. Die T-Zellen vermitteln die zellulare, die B-Zellen die humorale
Abwehr. Die Spezifitdt beider Zellsysteme wird Uber Zelloberflachenrezeptoren
vermittelt, welche ausschliellich durch ,,passende* Antigene stimuliert werden kdnnen.
Das Gleichgewicht des Immunsystems beruht auf einem Balanceakt zwischen Abwehr
und Toleranz. Eine Verschiebung des Gleichgewichts zugunsten der Abwehr begtinstigt
die Entwicklung von Allergien oder Autoimmunerkrankungen. Wird das Gleichgewicht in
Richtung der Toleranz verschoben, sind Infektionen und die Entwicklung bdsartiger
Tumorerkrankungen mdgliche Auswirkungen [78].

Ein groRer operativer Eingriff bewirkt eine Gewebszerstorung, die eine unkontrollierte
Aktivierung des Immunsystems durch endogene Entziindungsmediatoren zur Folge haben
kann. Hierdurch kdnnen unbalancierte Immunreaktionen ausgeldst werden, die
Komplikationen wie beispielsweise verzdgerte Wundheilungsreaktionen oder auch

Infektionen begunstigen [84].
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1.2. Steuerung und Wirkung von Noradrenalin im Immunsystem

Katecholamine und Glukokortikoide werden vom menschlichen Organismus unter
Stressbedingungen  vermehrt  synthetisiert.  Immunsystem und  Nervensystem
kommunizieren Uber verschiedene Mechanismen miteinander, die flr die Erhaltung der
Homdostase in beiden Systemen von Bedeutung sind.

Die Regulation der Zellaktivitat erfolgt Gber Zelloberflachenrezeptoren auf Immun- und
Nervenzellen und lésliche Rezeptoren im Blut. Die lymphatischen Organe verfiigen Gber
eine ausgedehnte sympathische Innervation. Lymphozyten in der weien Pulpa der Milz
stehen mit noradrenergen Fasern des sympathischen Nervensystems in direktem Kontakt.
Man vermutet, dass die sympathische Innervation der Milz eine regulierende Funktion auf
die einzelnen Komponenten des Immunsystems austibt [54].

Die sympathische Innervation verlauft von Hypothalamus und limbischem System Uber
den sympathischen Grenzstrang und postgangliondre Nervenfasern zu den Zielorganen,
wo die Noradrenalin (NA)-Sekretion ausgeldst wird. NA wird von postgangliondren
sympathischen Nervenendigungen und von chromaffinen Zellen im Nebennierenmark
ausgeschuttet. Die NA-Sekretion wird durch Stimulation des prasynaptischen oo-
Adrenozeptors (a-AR) gehemmt und durch Stimulation des prasynaptischen B,-AR
gesteigert [98].

NA bindet auch an B-AR auf Immunzellen. Der B-AR ist ein G-Protein-gebundener
Sieben-Transmembran-Rezeptor, der ({ber Aktivierung der Adenylatzyklase die
Proteinkinase A (PKA) aktiviert und so Transkriptionsfaktoren wie den Nuclear factor kB
(NFkB) steuert.

Man unterscheidet drei Subtypen des B-AR, von denen der B-AR im Immunsystem nach
derzeitiger Studienlage die starksten Effekte auszuldsen scheint und zudem noch weitere
Signaltransduktionswege aktiviert [54].

B.-AR werden auf B-Zellen, naiven CD4-positiven Lymphozyten und Thl-Zellen

exprimiert, wahrend sie auf reifen Th2-Zellen nicht mehr nachweisbar sind.
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Abbildung 1: Expression von f,-Adrenozeptoren auf B-Zellen und CD4-positiven
T-Zellen [54]

Durch die Stimulation des B,-AR wird die Zytokinproduktion in Immunzellen beeinflusst.
Bereits mikromolare NA-Konzentrationen supprimieren die Aktivitat von NK-Zellen. In
Makrophagen wird durch NA die Mitogen-induzierte TNF-a-Sekretion vermindert [43].
Zudem wird durch die B,-AR-Stimulation die IFN-y-Sekretion in Thl-Zellen angeregt
[90]. Es scheint daher nahe liegend, dass die sympathische Innervation der Milz bei
immunregulatorischen Vorgangen eine funktionale Rolle einnimmt.

Um die Stresswirkung auf Immunzellen zu imitieren, wurde ein NA-Vorversuch
durchgefuhrt, bei dem im Vollblut gesunder Probanden durch NA-Stimulation eine
Sympathikusaktivierung imitiert werden sollte. Die eingesetzten Konzentrationen

entsprachen in etwa der 40-fachen Normalkonzentration im Serum.
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1.3. Struktur und Eigenschaften von Zytokinen

Die Wechselwirkungen der Immunzellen untereinander und mit anderen Korperzellen und
Geweben erfolgt einerseits Uber Zelloberflachenstrukturen wie Rezeptoren und
Adhésionsmolekdile und andererseits tiber Hormone und Zytokine.

Eine Einteilung der Zytokine in klar voneinander abgrenzbare Gruppen ist oft nicht
moglich, da biologische Wirkungen durch mehrere Zytokine ausgelost werden
(Redundanz), Zytokine von mehreren Zellarten produziert werden und auf verschiedene
Zellarten unterschiedliche Wirkungen ausiiben (Pleiotropie). Zu den Zytokinen z&hlen
Interleukine (IL), Interferone (IFN), Tumornekrosefaktoren (TNF), der ,transforming
growth factor-B* (TGF-B) und die koloniestimulierenden Faktoren (CSF, Himopoetine).
Zytokine sind pluripotente Polypeptide, die als Botenstoffe zellregulierende Funktionen
besitzen. Jede kernhaltige Zelle produziert Zytokine. Diese interzellularen Mediatoren
haben sowohl lokale als auch systemische Wirkungen und werden durch Reize wie
beispielsweise eine Verletzung produziert. Die Wirkung der Zytokine kann autokrin
(Zielzelle ist sezernierende Zelle), parakrin (Zielzelle ist benachbarte Zellen) oder
endokrin (Zielzelle wird tber die Blutbahn erreicht) erfolgen [99].

Zytokine beeinflussen als Immunmediatoren die Funktion ihrer Zielzellen. Neben der
Vermittlung einer adéquaten Immunantwort sind sie auch fir die Vermittlung und
Steuerung der entziindlichen Gewebeantwort verantwortlich. Auch die Induktion der
Akute-Phase-Proteine, die Entstehung von Fieber und die Steuerung der Chemotaxis
zahlen zum Aufgabengebiet der Zytokine. Weiterhin beeinflussen sie die Regulation von
Héamatopoese und Tumorprogression [78].

Durch Bindung an spezifische Rezeptoren auf der Zelloberfliche konnen diese
Funktionsproteine die Aktivitdt von Immunzellen regulieren. Zytokinrezeptoren sind
Transmembranproteine mit sehr hoher Ligandaffinitdt und einer Dissoziationskonstanten
von 10° bis 10** M, wodurch sich ihre biologische Wirksamkeit bei
Zytokinkonzentrationen im pikomolaren Bereich erklaren lasst [85]. Das extrazellulare
Signal wird durch die Bindung an den Zytokinrezeptor in ein intrazelluldres Signal
transferiert und so die Transkription bestimmter Gene reguliert. Zudem bestehen auch
Wechselwirkungen mit endokrinem System und Nervensystem [78].

Zytokine steuern die Zelldifferenzierung im spezifischen Immunsystem: So wird durch
IL-12 die Differenzierung zu Thl-Zellen und durch IL-4 die Differenzierung zu Th2-

Zellen begunstigt. Dies ist allerdings vereinfacht und stellt die Extremform eines fein
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balancierten Gleichgewichts dar, dessen Veranderungen den Verlauf einer Immunreaktion
bestimmen [99].

Th1-Zellen produzieren IFN-y, sind fiir die zellvermittelte Immunitdt verantwortlich und
verursachen entzindliche Reaktionen und Autoimmunitat. Th2-Zellen sezernieren IL-4
und IL-10, induzieren die humorale Immunitét, fordern somit die Antikdrper-Produktion
und sind an allergischen Reaktionen beteiligt [102].

Thl

IFN-y
IL-1
Antigener
Stimulus
IL- 4
IL-10
IL-15

Abbildung 2: Differenzierung von Th-Zellen unter Zytokineinfluss [99]

Zytokine werden grob in proinflammatorische und antiinflammatorische Zytokine
unterteilt. Hierbei zahlen IL-6, I1L-12, TNF-o und IFN-y zu den proinflammatorischen

Mediatoren, wahrend IL-10 als antiinflammatorischer Botenstoff gilt.

In der Routinediagnostik wird der direkte Zytokinnachweis bisher nur flr ausgewdhlte
Indikationen angewandt. Hierzu zéhlen die sogenannten ,,Prognoseparameter< IL-6, IL-8,
IL-10 und TNF-o in der Intensivmedizin. Zytokine sind keine Kkrankheitsspezifischen
Marker, sondern konnen die Aktivitat bestimmter Systemerkrankungen widerspiegeln und
werden teilweise auch zur Verlaufsbeurteilung einer Sepsis oder eines Polytraumas
bestimmt. Als wichtiger Sepsis-Parameter wird auch das durch die systemische TNF-a-

Wirkung stimulierte Prokalzitonin bestimmt [99].
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1.3.1. Interleukin-10

Zytokine, die eine Funktion bei der Immunregulation besitzen, werden als Interleukine
bezeichnet und in der Reihenfolge ihrer Entdeckung durch Nummern gekennzeichnet.
Interleukin-10 (IL-10) wurde erstmals als ,,Zytokinsynthese-inhibitierender Faktore
CSIF (cytokine synthesis inhibiting factor) beschrieben. Die Primarstruktur des
humanen IL-10 besteht aus 178 AS und besitzt eine Molekularmasse von 18 kD. Die
biologisch aktive Form von IL-10 ist ein Homodimer mit einem Molekulargewicht
von 39 kD und stellt teilweise eine a-Helix mit zwei Disulfidbriicken dar [101]. Das
Gen fur humanes IL-10 liegt auf Chromosom 1 und wird durch finf Exons kodiert
[49].

IL-10 wird vorwiegend von Th2-Zellen produziert und foérdert humorale
Immunreaktionen [28]. Zu den Zielzellen gehdren T- und B-Lymphozyten sowie
Monozyten und Makrophagen [99].

Seine Hauptfunktion besteht darin, Entziindungsreaktionen zu begrenzen und
letztendlich zu beenden [66]. IL-10 besitzt die Féhigkeit, die Synthese
proinflammatorischer Zytokine zu unterdriicken, indem die Aktivierung und Funktion
von Makrophagen, T-Zellen und NK-Zellen gehemmt und die Expression von MHC
Klasse Il-Proteinen reduziert wird. Zudem reguliert [L-10 Proliferation und
Differenzierung von B-Zellen, Mastzellen und T-Zellen [40].

Zur Therapie der Schuppenflechte, bei der ein IL-10-Mangel beobachtet wurde, wurde

IL-10 therapeutisch bereits in klinischen Studien eingesetzt [1].

1.3.2. Interleukin-12

Interleukin-12 (IL-12) ist ein heterodimeres Zytokin, dessen Untereinheiten ber eine
Disulfidbriicke gekoppelt sind und aus einer leichten Kette mit 35 kD (p35) und einer
schweren Kette mit 40 kD (p40) bestehen. Das Heterodimer stellt die einzige
biologisch aktive Form von IL-12 mit einer Molekularmasse von 70 kD (p70) dar
[91]. Als Homodimer kann die p40 Untereinheit an den IL-12-Rezeptor binden und
dann als IL-12-Antagonist wirken [33].

IL-12 wirkt als proinflammatorisches Zytokin, welches von Antigen-présentierenden
Zellen (APZs) wie Monozyten, Makrophagen, B-Lymphozyten und dendritischen
Zellen produziert wird [99]. Es fordert die Entwicklung der Th1-Zellen und ist an der



1. Einleitung

Regulation zellvermittelter Immunantworten beteiligt, weshalb ihm eine zentrale
Funktion bei der Entstehung und Progression zellvermittelter
Autoimmunerkrankungen wie der Multiplen Sklerose oder bestimmter Formen des
Diabetes mellitus zugeschrieben wird [46]. Zudem wird durch IL-12 die zytolytische
Aktivitat der NK-Zellen unterstitzt [91]. Es induziert die IFN-y-Produktion von T-
und NK-Zellen, wodurch die Sekretion von IL-12 und anderen proinflammatorischen
Zytokinen durch phagozytierende Zellen uber einen positiven
Ruckkopplungsmechanismus verstarkt wird. Diese positive Riickkopplung stellt einen
wichtigen verstarkenden Mechanismus des Immunsystems bei Infektionen dar [59].

Da IL-12 in Tierversuchen eine verstarkte antiproliferative Aktivitat gezeigt hat,

konnte ein moglicher Einsatz zukunftig in der Tumortherapie begriindet sein [44].

1.3.3. Interferon-y

Interferon-y (IFN-y) ist ein homodimeres Glykoprotein, dessen Gen auf Chromosom
12 lokalisiert ist. Es wird auch als Typ Il-Interferon bezeichnet [69]. Im Gegensatz zu
der Synthese der Typ I-Interferone (IFN-a und IFN-B), dic von allen Zellen gebildet
werden konnen, findet die IFN-y-Produktion nur in aktivierten T-Zellen und NK-
Zellen statt.

Das Glykoprotein besitzt antivirale, antiproliferative und immunregulatorische
Wirkungen. IFN-y hemmt die Proliferation von Th2-Zellen, und steigert die Aktivitat
von Thl-Zellen. Wéhrend einer Infektion wird IFN-y von zytotoxischen CDS8-
positiven T-Zellen und Th1-Zellen vermehrt synthetisiert. IFN-y fordert die
Aktivierung von Monozyten und Makrophagen, vermittelt die antivirale und
antibakterielle Immunitat, verbessert die Antigenprésentation und moduliert die
Aktivierung des angeborenen Immunsystems. Zudem reguliert IFN-y das Th1/Th2-
Gleichgewicht und kontrolliert zelluldre Proliferation und Apoptose [31].

Gehemmt wird die IFN-y-Produktion sowohl unter dem Einfluss der Zytokine IL-4
und IL-10 als auch durch Glukokortikoide.

IFN-y fordert die Differenzierung von B-Zellen und CD8-positiven T-Zellen, ist aber
nicht an der Lymphozytenproliferation beteiligt. Schlielich tragt IFN-y zur
Aktivierung von Neutrophilen, NK-Zellen und vaskuldren Endothelzellen bei. Eine
beeintrachtigte IFN-y-Produktion fordert die Persistenz von Infektionen und die

Chronifizierung von Entzindungen. In einer aktuellen Studie konnte ein klinischer
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Vorteil der Kombinationstherapie mit INF-o und IFN-y gegeniiber der Monotherapie
mit INF-o zur Therapie chronischer HCV-Infektionen aufgezeigt werden [32].

1.3.4. Tumornekrosefaktor-a

Der Tumornekrosefaktor-a (TNF-a), auch als Kachektin bezeichnet, ist ein nicht-
glykosyliertes Protein, dessen biologisch aktive Form durch Trimerisierung erreicht
wird.  Alle kernhaltigen  Zellen  exprimieren  TNF-a-Rezeptoren  [99].
Hauptsyntheseorte von TNF-a sind aktivierte Monozyten und Makrophagen.

Als ein essentieller entziindungsvermittelnder endogener Mediator moduliert TNF-a
den zelluldren Metabolismus, reguliert Immunreaktionen und ist an der Induktion von
Oberflachenantigenen und Adhésionsmolekilen beteiligt [68]. Eine unkontrollierte
TNF-a-Sekretion kann immunpathologische Prozesse ausldsen und Zustédnde einer
katabolen Stoffwechsellage bis hin zum Kreislaufversagen (z. B. beim septischen
Schock) verursachen [99]. Durch Glukokortikoide wie Dexamethason oder Kortisol
wird die TNF-a-Produktion in Monozyten dosisabhéngig reduziert [100].

Die systemische Sekretion proinflammatorischer Zytokine wie TNF-a, IL-6 und IL-8
beglnstigt  die  Entwicklung von  Komplikationen im Rahmen von
Knochenmarktransplantationen und macht die préventive antiinflammatorische
Behandlung der Patienten notwendig [86]. Therapeutisch fihrt der Einsatz von Anti-
TNF-a-Antikorpern bei chronischen Erkrankungen wie Morbus Bechterew, Psoriasis
oder Morbus Crohn zu einer deutlichen klinischen Besserung [99].

TNF-o wird als ein Marker von UberschieBenden Entziindungsreaktionen bei Sepsis,
Trauma und Herzinsuffizienz angesehen. Da Synthese und  Sekretion
proinflammatorischer Zytokine den Verlauf einer Sepsis maRgeblich bestimmen,
stellen therapeutische Malinahmen, die zur Reduktion der allgemeinen Immunantwort

fuhren, noch immer die erfolgreichsten Behandlungsstrategien der Sepsis dar [76].

1.3.5. Interleukin-6

Interleukin-6 (IL-6) ist ein multifunktionelles Zytokin, das wegen seiner ausgepragten
Wirkung auf Immunreaktionen und hamatopoetische Funktionen eine zentrale Rolle
auf Abwehrmechanismen auslibt und zudem mal3geblich an der Induktion von Akute-

Phase-Reaktionen beteiligt ist [88]. IL-6 wird von Monozyten, Makrophagen, B- und
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T-Lymphozyten, Hepatozyten, Endothelzellen, Keratinozyten und Fibroblasten
sezerniert. 1L-6 ist ein Einzelketten-Protein mit einer Molekularmasse von etwa 26 kD

und drei Bindungsstellen.

gp130

Bindungzstells 2

Bindungsstelle 3

Elin?ngss’[elle ' \ gp130

|
IL-6Rox

Abbildung 3: Struktur von IL-6 [37]

Der IL-6-Rezeptor-Komplex besteht aus zwei Untereinheiten: einem Molekul von

80 kD, welches den Liganden bindet und dem Glykoprotein 130 (Gp130), das fiir die
Signalumwandlung zusténdig ist [39]. IL-6 kann einerseits an membrangebundene
IL-6-Rezeptoren binden oder andererseits an den I6slichen IL-6-Rezeptor binden, mit
dem es einen IL-6/sIL-6R-Komplex bildet [37]. Dieser wirkt Uber die Bindung an
Gp130, das ubiquitar in Zellmembranen vorhanden ist. Durch die Bindung eines
Liganden an den IL-6-Rezeptor werden diverse Signaltransduktionswege wie der
JAK/STAT-Weg und der MAP-Kinase-Weg aktiviert, wodurch sowohl pro- als auch

antiinflammatorische Wirkungen von IL-6 erklart werden kénnen [45].

Genexpression

Abbildung 4: IL-6 aktiviert JAK/STAT- und MAP-Kinase-Signalweg [37]
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IL-6 stimuliert die Proliferation und Differenzierung sowohl von B- als auch von
T-Zellen [38]. Als Hepatozyten-stimulierender Faktor induziert 1L-6 in der Leber als
physiologischer Mediator die Bildung der Akute-Phase-Proteine wie Fibrinogen,
az-Antitrypsin, CRP, Haptoglobin oder Plasminogen.

Skelettmuskelkontraktionen im Rahmen von kdrperlichem Training bewirken sowohl
im muskuléren Interstitium als auch im Blut die Produktion und Sekretion von IL-6,
wobei das Ausmal} der IL-6-Antwort abhangig von der Dauer und Intensitat der
korperlichen Belastung ist [29]. Als Zytokin-produzierendes ,,endokrines Organ kann
der Muskel somit modulierend in metabolische und immunologische Prozesse
eingreifen [74]. Erhohte Konzentrationen von IL-6 und sIL-6R wurden bei
chronischen Infektionen, Autoimmunerkrankungen sowie bei Tumorerkrankungen
beobachtet [79]. Am Beispiel von drittgradigen Verbrennungen konnte gezeigt
werden, dass die IL-6-Konzentration im Plasma mit der Schwere der
Verbrennungskrankheit korreliert [93].

IL-6 stellt zusammen mit Prokalzitonin einen wichtigen Marker zur frithestmdglichen
Identifikation postoperativer septischer Komplikationen nach groRen chirurgischen
Eingriffen dar [65]. Zudem wird IL-6 als Prognoseparameter bei Sepsis, Trauma und
Herzinsuffizienz sowie zur Friihdiagnostik einer neonatalen Sepsis eingesetzt.

Bei der Auswertung der IL-6-Sekretion muss beachtet werden, dass IL-6 sowohl von
Immunzellen wie Monozyten und Makrophagen als auch von anderen Zellen wie
Epithel- oder Endothelzellen gebildet wird. Daher ist ein paralleler Nachweis weiterer
proinflammatorischer Zytokine, z. B. TNF-a, fir die Bewertung uberschiellender

Immunreaktionen notig [99].
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1.4. Struktur und Eigenschaften von Prolaktin und Kortisol

Sowohl Nervensystem als auch endokrines System stehen (ber Neurotransmitter und
Hormone in einem engen Zusammenhang mit dem Immunsystem. Uber Rezeptoren auf
der Oberflache von Immunzellen wird modulierend auf Immunreaktionen eingegriffen,

wobei das Immunsystem auch endokrine und zentralnerviose Reaktionen beeinflusst.

1.4.1. Prolaktin

Prolaktin (PRL) ist ein laktogenes Hormon, welches zytokinartige Eigenschaften
aufweist und eine wichtige Schnittstelle zwischen Immunsystem und endokrinem
System darstellt. Der Genlocus fiur menschliches PRL liegt auf Chromosom 6 und
enthdlt flinf Exons und vier Introns, wobei kirzlich ein zusatzliches Exon la
beschrieben wurde [2]. Nach Abspaltung des Signalpeptids (28 AS) vom PRL-
Prohormon (227 AS) entsteht die Primarstruktur des menschlichen PRL mit einer
Einzelkette aus 199 AS und einem Molekulargewicht von etwa 23 kD. Die
Sekundérstruktur  zeigt a-Helices und Schleifen im Verhdltnis 1:1. Die
dreidimensionale Tertidrstruktur ist durch vier lange a-Helices in antiparalleler

Anordnung charakterisiert [30].

Bindung=sstelle 2

Bincungs-
ztelle 1

Abbildung 5: Dreidimensionale Struktur von PRL [8]

Im Kreislauf existiert PRL in verschiedenen molekularen Formen bedingt durch
variierende Aminosauresequenzen, posttranslationale Modifikationen und Fragmente,

die im Rahmen proteolytischer Spaltung entstehen. Diese Heterogenitat tragt zur
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Vielfalt immunologischer und biologischer Wirkungen von PRL bei und konnte die
komplexen und teilweise widerspriichlichen Aktivitaten von PRL in-vivo und -vitro
bedingen [83]. Durch die Bindung von PRL an den PRL-Rezeptor wird der
JAK/STAT-Signalweg aktiviert und die Genexpression von Interferon regulatory
factor-1 (IRF-1) und NF«B beeinflusst [104].

Es gibt kaum ein Gewebe, in dem keine PRL-Rezeptoren exprimiert werden.
Mittlerweile sind Uber 300 einzelne PRL-Wirkungen bekannt, zu denen Effekte auf
Wasser- und Elektrolythaushalt, Wachstum und Entwicklung, ZNS und Verhalten,
Reproduktion, Immunregulation sowie endokrinologische und metabolische Effekte
zéhlen [8]. PRL wird im Hypophysenvorderlappen gebildet, episodisch sezerniert und
unterliegt einem 24-Stunden-Zyklus. Die PRL-Sekretion aus der Adenohypophyse
wird durch Dopamin gehemmt, welches von Neuronen im Hypothalamus
ausgeschittet wird [18].

Die PRL-Synthese ist nicht auf laktotrophe Zellen der Adenohypophyse begrenzt,
sondern auch extrahypophysar in ZNS, Plazenta, Dezidua, Endometrium,
Epithelzellen und Immunzellen beschrieben [30, 64]. PRL reguliert die
Differenzierung sekretorischer Driisen wie Mamma, Ovar, Prostata, Tranendrise,
Pankreas und Leber und steuert Proliferation und Differenzierung bestimmter
Zellarten wie Epithelzellen der Brustdriise, B-Zellen der Bauchspeicheldrise,
Astrozyten, Zellen der Adenohypophyse und Adipozyten.

Im Immunsystem wirkt PRL als Zytokin und besitzt tber parakrine und autokrine
Mechanismen regulatorische Funktionen bei Immunreaktionen [64]. Abhéngig von
Zellart, Gewebe und Organzustand kann PRL pro- oder antiinflammatorische Effekte
hervorrufen.

Physiologisch  erhbhte PRL-Konzentrationen im Serum werden wéhrend
Schwangerschaft und Stillzeit sowie unter Belastung beobachtet. Pathologische
Hyperprolaktindmien kénnen mit gonadaler Dysfunktion oder Infertilitat verbunden
sein. Am héaufigsten wird eine persistierende Hyperprolaktindmie in Anwesenheit
eines Prolaktinoms hervorgerufen. Des Weiteren scheinen erhdhte Konzentrationen an
zirkulierendem PRL an der Pathogenese zahlreicher Autoimmunerkrankungen wie
dem systemischen Lupus erythematodes oder der Multiplen Sklerose beteiligt zu sein,
sind aber auch bei organspezifischen Autoimmunerkrankungen wie dem Diabetes

mellitus Typ 1 oder der Hashimoto Thyreoiditis nachweisbar [5, 71].
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Da sowohl Hyper- als auch Hypoprolaktindmien immunsuppressiv wirken, sind
physiologische PRL-Konzentrationen fir die Erhaltung einer grundlegenden
Immunkompetenz essentiell [60]. Unter Stressbedingungen gleicht PRL die
immunsuppressiven Effekte von Glukokortikoiden und anderen immunologischen

Mediatoren aus, um die Homgostase im Organismus aufrechtzuerhalten [104].

1.4.2. Kaortisol

Als Glukokortikoid gehort Kortisol zu den Steroidhormonen. Es wird in der
faszikuldaren Zone der Nebennierenrinde aus Cholesterin synthetisiert. Adrenale
Steroidhormone spielen bei der Regulation und Aufrechterhaltung der metabolischen
Homd@ostase eine ausschlaggebende Rolle. Im Blut ist Kortisol in freier Form
vorhanden oder an Kortisol-bindendes Globulin gebunden.

Bildung und Ausschittung von Kortisol in das Blut unterliegen der Steuerung von in
der Adenohypophyse synthetisiertem adrenokortikotropem Hormon (ACTH). Die
Sekretion von ACTH steht wiederum unter der Kontrolle von Corticotropin releasing
hormon (CRH), welches im Hypothalamus produziert wird. Durch unterschiedliche
Noxen, Stress und emotionale Reize wird CRH verstérkt sezerniert. ACTH und CRH
unterliegen einem negativen Ruckkopplungsmechanismus, durch den ihre

Ausschittung bei hohen Kortikosteroid-Konzentrationen gehemmt wird [55].

libergeordnete Zentren ]

Stress, andere Noxen

4( Hypothalamus ]
@ -

CRH

Hypophysenvorderiappen ]

ACTH

[ Nebennierenrinde ]

— G

Abbildung 6: Regelkreis der Kortikosteroide [55]
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Die Kaortisolsekretion erfolgt nach einem zirkadianen Rhythmus mit hohen
Kortisolwerten in den friihen Morgenstunden und abfallenden Werten im
Tagesverlauf.

Glukokortikoide haben wichtige Effekte auf viele Stoffwechselvorgénge. Die drei
Hauptwirkungen sind Regulation des Kohlenhydratstoffwechsels sowie der Wasser-
und Elektrolytverteilung und die Steuerung des Immunsystems. Als Antagonist des
Insulins fordert Kortisol die Glukoneogenese aus Aminosduren in der Leber und
reduziert Glukosetransport und Glukoseverwertung. Durch den daraus folgenden
Blutzuckeranstieg erklart sich die diabetogene Wirkung des Kortisols [51, 55].

Da jede Korperzelle Rezeptoren fur Kortisol besitzt, sind die Wirkungen von der
spezifischen Zellfunktion abhéngig. Glukokortikoide erhthen die Empfindlichkeit von
Adrenozeptoren gegenuber Katecholaminen und stimulieren Uber einen parakrinen
Effekt die Methylierung von NA zu Adrenalin im Nebennierenmark [51].

Auf immunologischer Ebene besitzt Kortisol bedeutende antiinflammatorische und
immunsuppressive Effekte. Neben einer Reduktion der Anzahl an zirkulierenden
eosinophilen und basophilen Granulozyten sowie Lymphozyten wird durch
Glukokortikoide die zellulare Immunitét reduziert. Zudem hemmen sie die Produktion
proinflammatorischer Zytokine wie IL-12, IFN-y und TNF-a in APZs und Thl-Zellen,
wéhrend sie die Produktion antiinflammatorischer Zytokine wie IL-4 und IL-10 in
Th2-Zellen verstérken. Dadurch wird die zelluldre Thl-Antwort unterdriickt, die
humorale Th2-Antwort gefordert und der Organismus vor einer systemischen
Uberladung mit proinflammatorischen Zytokinen und weiteren Mediatoren geschiitzt.
In Situationen mit dauerhaft erhdhten Glukokortikoid-Konzentrationen, wie sie durch
chronischen Stress oder auch wéhrend einer Schwangerschaft hervorgerufen werden
kdénnen, kann das Thl/Th2-Ungleichgewicht jedoch auch die Ausbildung von
Infektionen, Autoimmunerkrankungen oder Allergien begtnstigen [26].

Als  antiinflammatorische und  immunsuppressive  Medikamente  besitzen

Glukokortikoide derzeit ein breites Indikationsspektrum.
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1.5. Narkose und Immunsystem

Durch chirurgische Eingriffe und anasthesiologische Verfahren werden Immunfunktionen
beeintrachtigt und Komplikationen wie Infektionen, SIRS (systemic inflammatory
response syndrome) oder Atemanpassungsstorungen begunstigt. Obwohl schon viele
Studien Gber die immunmodulatorischen Eigenschaften von Anésthetika existieren, sind
die immunologischen Auswirkungen der einzelnen Substanzen und ihre klinischen
Konsequenzen bis heute nicht vollstandig verstanden.

Sowohl durch das chirurgische Trauma als auch durch die andsthesiologischen
MaRnahmen wird eine Storung des immunologischen Gleichgewichts induziert. Durch
Anésthetika wird die Immunfunktion zum einen Uber direkte funktionelle VVerdnderungen
von Immunzellen und zum anderen Uber eine indirekte Wirkung auf die hypothalamo-

hypophysare Achse und das sympatho-adrenerge System beeinflusst [84].

1.5.1. Operatives Trauma und Immunantwort

Nach einer traumatischen Verletzung wirkt Endotoxin als starker Stimulus der akuten
Entzindungsantwort. Endotoxine gehdren zu den Pyrogenen, sind Bestandteil der
Zellwand gramnegativer Bakterien und werden wahrend und nach operativen
Eingriffen vermehrt aus dem Darmlumen (ber die Schleimhaut in die Blutzirkulation
transportiert. Endotoxine gelten als friiheste Ausloser der Mediatorkaskade in Akute-
Phase-Reaktionen, wodurch die Entwicklung postoperativer Infektionen beglnstigt
werden kann. Die Schwere der chirurgischen Intervention korreliert sowohl mit dem
Umfang der immunologischen Antwort als auch mit der Hohe der
Endotoxinkonzentration im Plasma [6, 7]. Neben dem Ausmal} des operativen
Traumas ist die Immunantwort auch von Faktoren wie Alter und Gesundheitszustand
des Patienten sowie dessen Vormedikation abhangig.

Zu den wesentlichen Aufgaben der Immunzellen gehort die Zytokinsekretion, durch
die die interzellulare Kommunikation stattfindet. In gesunden Lebewesen befinden
sich pro- und antiinflammatorische Mechanismen im Gleichgewicht. Durch ein
chirurgisches Trauma, eine Infektion oder aber durch perioperativ verabreichte

Medikamente wird dieses Gleichgewicht gestort.
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1.5.2. Narkose

Die Narkose oder auch Allgemeinanésthesie ist ein medikament6s induzierter,
kontrollierter und reversibler Bewusstseinsverlust mit zentraler Analgesie. Die
Narkose ist durch eine systemische Medikamentengabe charakterisiert, bei der eine
zentrale Schmerzausschaltung erfolgt und der Patient in einen tiefen Schlafzustand
versetzt wird.

Als moderne anésthesiologische Technik wurde in der vorliegenden Studie die TIVA
(totale intravendse Andasthesie) angewendet. Als Hypnotikum wurde Propofol
(Disoprivan®) und fiir die Analgesie das kurz wirksame Remifentanil (Ultiva®)
eingesetzt. Diese Kombination zeichnet sich durch eine relativ gute Steuerbarkeit aus.
Die Wirksubstanz von Propofol ist in einer Ol/Wasseremulsion gelost und hemmt tber
Beeinflussung des GABA-Rezeptors die Glutamatfreisetzung sowie den
Natriumkanal-abhangigen Natriumeinstrom in die Zelle. Durch schnelle Umverteilung
ist eine kurze Wirkdauer von 4-6 Minuten gegeben und somit ein rasches Erwachen
moglich. Zudem zeigt Propofol eine antiemetische Wirkung mit Reduktion der
Inzidenz von Ubelkeit und Erbrechen in der postoperativen Frithphase [36].

Es konnte in zahlreichen Studien gezeigt werden, dass Propofol wenig Einfluss auf die
Zytokinproduktion und die Funktion von T-Lymphozyten besitzt [21, 80].

Im Gegensatz zu Propofol besitzen Opioide pleiotrope Wirkungen auf
immunologische Funktionen, die dosis- und zeitabhdngig sind [75]. Opioide
beeinflussen humorale und zelluldare Immunantworten, einschlieBlich Antikorper-
Produktion, NK-Zellaktivitat, Zytokinexpression und phagozytotischer Aktivitat.
Opioidrezeptoren werden im ZNS, auf peripheren Nervenzellen sowie auf
Immunzellen exprimiert. Hierdurch ist ihre einerseits direkte Beeinflussung der
Immunfunktion auf zytokindhnliche Weise zu erkléren, andererseits wirken sie
indirekt immunmodulatorisch tGber das ZNS. Einer dieser Mechanismen verlduft Giber
die HPA (hypothalamo pituitary adrenal)-Achse und das autonome Nervensystem
[96].

Die Narkose mit Propofol und Opioiden fordert proinflammatorische Immunantworten

und beeinflusst die Zusammensetzung peripherer Lymphozyten-Subpopulationen [10].
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1.5.3. Neuroaxialer Block

Der neuroaxiale Block ist eine Form der Regionalandsthesie, die besonders bei
orthopédischen, gynékologischen oder urologischen Eingriffen eine zuverlassige
Alternative zur Narkose darstellt. Er bewirkt die Blockade ausgewéhlter
Nervensegmente und verursacht in aufgefiihrter Reihenfolge
- zuerst Sympathikolyse durch Blockade des pragangliondren Sympathikus
mit GeféaRdilatiation und Blutdruckabfall (B- und C-Fasern)
- dann Schmerzfreiheit und Blockade des Temperaturempfindens (A-5- und
C-Fasern)
- spéater aufgehobenes Berlihrungs- und Druckempfinden (A-B-Fasern)
- und schliellich die Hemmung wvon Motorik, Vibrations- und
Lageempfinden (A-a-Fasern) [36].
Die Spinalanasthesie (SPA) bei endoprothetischen Eingriffen der unteren Extremitét
wird zwischen dem 2. und 3. Lendenwirbelkérper (LWK) oder dem 3. und 4. LWK
gesetzt. Der neuroaxiale Block stellt ein andsthesiologisches Verfahren dar, bei dem
die Medikamentenapplikation auf lokaler bzw. regionaler Ebene stattfindet, wodurch
eine periphere Nervenblockade induziert wird. Der Patient befindet sich wahrend des
operativen Eingriffes in einem Wachzustand.
In unserer Studie wurde die kombinierte Spinal-/ Epiduralandsthesie (CSE)
angewandt, die den Vorteil des schnellen Wirkbeginns der SPA mit der spateren
Nachinjektionsmdéglichkeit Uber den liegenden Periduralkatheter (PDK) kombiniert.
Hierbei wird der Periduralraum mit einer speziellen Tuohy-Kaniile punktiert. Durch
diese Kanile wird eine Spinalnadel in den Subarachnoidalraum gefihrt, das
Lokalanasthetikum injiziert und anschlielend die Spinalnadel wieder entfernt.
AbschlieBend wird ein Katheter in den Periduralraum gelegt [52].
Vorteil der SPA gegenlber der Narkose besteht zum einen im niedrigeren Bedarf an
anasthesiologischen Medikamenten und postoperativen Analgetika. Zum anderen ist
sie bei erhaltenem Bewusstsein wirksam und es ist keine Beatmung des Patienten
notwendig.
Die Sympathikolyse flhrt nicht nur zur Hemmung der sympathischen Innervation,
sondern bewirkt durch die blockierten pragangliondren Sympathikusfasern auch eine
Vasodilatation im Versorgungsgebiet, die den initialen Blutdruckabfall sowie das

auftretende Wéarme- und Kribbelgefiihl nach Injektion des Lokalandsthetikums erklart.
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1.6. Zielsetzung

Die Auswirkungen anasthesiologischer und operativer MaRnahmen auf das menschliche
Immunsystem sind seit langem aktueller Gegenstand der Forschung.

In friheren Studien wurden verdnderte PRL- und Kortisolkonzentrationen im Serum bei
verschiedenen  Narkoseverfahren ~ mit  Opioidgabe  beobachtet, wobei  ein
narkoseinduzierter Anstieg von PRL und eine Abnahme der Kortisolkonzentration
gemessen werden konnte, die mit einer verstérkten proinflammatorischen Reaktionslage
des Immunsystems einhergingen [9, 13].

Ziel dieser Arbeit ist es, immunologische Verédnderungen zweier unterschiedlicher
Anasthesieverfahren direkt postoperativ nach einem groBen operativen Trauma zu
erfassen. Die Narkose mit induziertem Tiefschlaf, systemischer Medikamentengabe und
somit  zentraler  Schmerzausschaltung ~ wird der SPA  mit  regionaler
Medikamentenapplikation, peripherer Nervenblockade und erhaltenem Bewusstsein
gegenubergestellt. Wir erwarten, dass durch Narkose ausgepréagtere immunologische
Veranderungen hervorgerufen werden als durch CSE, bei der die Anésthesie lediglich
bestimmte Segmente auf Rlickenmarksebene umfasst.

Durch pra- und postoperative Zytokin- und Hormonmessungen kénnen immunologische
Veranderungen festgestellt werden. Hierbei erwarten wir postoperativ eine veranderte
Zytokinbalance, verdnderte Plasmahormonspiegel, eine verstarkte immunologische
Reaktion mit erhdhter Zytokinproduktion im Sinne eines Postaggressionssyndroms oder
auch eine immunsuppressive Wirkung mit verminderter Zytokinproduktion. Zudem sind
Unterschiede zwischen den beiden Andsthesieverfahren wahrscheinlich. Weiterhin
werden allgemeine Veranderungen wie Leukozytose als Zeichen der Stressreaktivitét
sowie ein IL-6-Anstieg als Akute-Phase-Reaktion erwartet.

Zur Einschdtzung von Monozyten- und Makrophagenfunktion wurden IL-10, TNF-a und
IL-12 bestimmt. Die IL-10-Synthese ist in menschlichen Monozyten und Lymphozyten
nachweisbar und stellt die antiinflammatorische Komponente unserer Messungen dar.
IL-12 und TNF-o spiegeln die proinflammatorische Aktivitdit von Makrophagen und
NK-Zellen wider. Durch die Messung des Akute-Phase-Zytokins IL-6 wird eine
vorwiegend proinflammatorische, immunregulatorische Messgrofie aufgezeigt.

Der im Vorfeld durchgefiihrte NA-Vorversuch fungiert als Modell der Stresswirkung auf
Immunzellen und l&sst Ruckschliisse auf die Sympathikolyse zu. In der vorliegenden

Patientenstudie wurde kein NA gemessen, da nur geringe Plasmakonzentrationen erwartet
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werden, der Plasmaspiegel zudem wenig mit der Sympathikusaktivitat korreliert und der
NA-Nachweis eine sehr aufwandige Methode darstellt. Daher wurde fiir die
Patientenstudie die Bestimmung der Stresshormone PRL und Kortisol im Serum gewéhlt.
PRL und Kortisol wirken als neuroendokrine Stressparameter, stellen die Schnittstelle
zwischen neuroendokrinem System und Immunsystem dar und zeigen dessen

Beeinflussung durch das jeweilige Narkoseverfahren.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Patienten und Probanden

In der vorliegenden Studie wurden 30 orthopadische Patienten untersucht, die sich
einem elektiven endoprothetischen Gelenkersatz an Knie- oder Hiiftgelenk (TEP) in
Regionalanésthesie oder Narkose unterzogen haben.

Dabei wurde jeweils pra- und postoperativ eine Blutentnahme durch Punktion einer
peripheren Vene durchgefihrt. Aus diesen Blutproben wurden Blutbilder bestimmt,
PRL-, Kortisol- und IL-6-Konzentrationen im Serum gemessen sowie
Vollblutstimulationstests zur Messung der Produktion von TNF-a, 1L-6, IL-10 und
IL-12 durchgefihrt.

Die préoperative Blutentnahme erfolgte beim Legen des vendsen Zugangs im Rahmen
der ersten Blutentnahme. Die postoperative Blutentnahme fand bei weitgehender
Schmerzfreiheit im Aufwachraum unmittelbar nach Ankunft aus dem Operationssaal
statt.

Um die Patientengruppe moglichst einheitlich zu halten, wurden Patienten mit stark
verminderter  kardiopulmonaler Belastbarkeit, bekannten endokrinologischen
Erkrankungen oder Tumorerkrankungen von der Studie ausgeschlossen. Weiterhin
haben keine Patienten an der Studie teilgenommen, die Dopamin-Agonisten bzw.
Dopamin-Antagonisten einnahmen, da dadurch eine Beeinflussung des PRL-Spiegels
resultiert hatte.

Das Gesamtkollektiv umfasst 12 mannliche und 18 weibliche Patienten, die zum
Zeitpunkt des Eingriffes zwischen 49 und 80 Jahren alt waren. Das mittlere Alter
betrug 67,5 Jahre.

Als  Anésthesieverfahren erhielten 15 Patienten eine SPA und 15 eine
Intubationsnarkose (ITN). Es wurden 20 Huft-TEPs implantiert, von denen 10
Patienten eine SPA und 10 eine Narkose erhielten. Bei den 10 Patienten, bei denen
eine Knieendoprothese implantiert wurde, bekamen jeweils 5 Patienten entweder eine
ITN oder eine SPA im Rahmen einer CSE. Bei diesem Verfahren wird die SPA mit

der anschliefenden Einfiihrung eines PDKs kombiniert. Die Patienten mit CSE
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erhielten keine Opioide. Die Studie wurde von der Ethikkomission der Medizinischen
Fakultat an der Universitat zu Lubeck begutachtet und genehmigt (AZ 03-154).
Die Blutproben fir den NA-Vorversuch stammten von 9 gesunden Blutspendern des

Institutes fir Immunologie und Transfusionsmedizin.

2.1.2. Narkose

Als Narkoseverfahren wurde die totale intravendse Anésthesie (TIVA) angewendet.
Die hypnotische Wirkung wurde durch Propofol und die Analgesie durch das
kurzwirksame Remifentanil erreicht.

Zur Sedierung der Patienten wurde im Rahmen der Pramedikation 20-40 mg
Clorazepat (Tranxilium®) verabreicht.

Zur Einleitung wurde Propofol in einer Dosierung von ca. 2 mg/kg KG und ein
Fentanyl-Bolus von 0,2 mg verabreicht. Das Muskelrelaxans Vecuronium wurde in
einer Dosierung von 0,1 mg/kg KG zur Intubationshilfe verwendet. Zur
Aufrechterhaltung der Narkose wurde Propofol in einer Dosis von 4,5 mg/kg
KG/Stunde und Remifentanil mit 0,2 pg/kg KG/Minute infundiert.

Die durchschnittliche OP-Dauer lag bei 120 Minuten; die gesamte Narkosedauer bei
191 Minuten. An kristalloiden Lésungen wurden im Durchschnitt 3,4 Liter pro Patient
infundiert; kolloidale Lésungen wurden 0,5 Liter durchschnittlich verabreicht.

Alle Patienten mit TIVA erhielten Piritramid (Dipidolor®) 7,5 mg unmittelbar

postoperativ.

2.1.3. Neuroaxialer Block

Als regionalanésthesiologisches Verfahren wurde die CSE durchgefihrt, bei der der
Periduralraum mit einer speziellen Tuohy-Kanile punktiert und Gber diese Kanile
eine Spinalnadel in den Subarachnoidalraum gefiihrt wurde. Nach Injektion von 2,5-3
ml Bupivacain 0,5 % wurde die Spinalnadel entfernt und ein PDK gelegt. Die
Punktion erfolgte abhdngig von dem jeweiligen Patienten zwischen LWK 2 und 3 oder
LWK 3 und 4.

Die durchschnittliche OP-Dauer lag bei 122 Minuten bei einer Anasthesiedauer von
182 Minuten. Im Durchschnitt wurden 3,5 Liter kristalloide und 0,4 Liter kolloidale

Ldsung pro Patient infundiert.
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2.1.4. Zellkulturmedien und Zusétze

- Aqua ad injectabile

- Phosphat Buffered Saline, PBS, ohne Ca2" und Mg?*, Life Technologies, Berlin,
Deutschland

- Kulturmedium RPMI 1640, 20 Mm Hepes Nr. F1235, Seromed Fa. Biochrom,
Berlin, Deutschland

- Fir den Vollblutstimulationstest wurde 800 pl RPMI-Medium versetzt mit
2 Mm L-Glutamin, 100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin, Fa. GIBCO,
Karlsruhe, Deutschland

- Fir den Vorversuch wurde 1 Ampulle Noradrenalin (Arterenol®) zu einer
Endkonzentration von 100 pg/ul verdinnt

2.1.5. Mitogene

- LPS (Lipopolysaccharide) aus gereinigten E. coli-Stdmmen 0111:B4 Endotoxin, Fa.
Sigma, Deisenhofen, Deutschland

- PHA (Phytohdmagglutinin) Nr. 8E28-01, 30852801, Fa. Murex Biotech Limited,
Dartford Kent, United Kingdom

LPS (Monozytenstimulation) wurde in einer Konzentration von 0,1 pg/ml und PHA

(Lymphozytenstimulation) in einer Konzentration von 5 pg/ml verwendet.
2.1.6. ELISA-Kits

- Human IL-6 ELISA , BMS213/2CE, Fa. Bender MedSystems GmbH, Wien,
Osterreich

- Human IL-10 ELISA, BMS215/2CE, Fa. Bender MedSystems GmbH, Wien,
Osterreich

- Human IL-12 total ELISA, BMS261/2CE, Fa. Bender MedSystems GmbH, Wien,
Osterreich

- Human TNF-a ELISA, BMS223/3CE, Fa. Bender MedSystems GmbH, Wien,
Osterreich

- Human IFN-y ELISA, BMS228CE, Fa. Bender MedSystems GmbH, Wien,

Osterreich
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2.1.7. Laborbedarf

- Blutentnahme-Kantlen

- Combitips, 2,5 ml/ 5 ml, Fa. Eppendorf, Hamburg, Deutschland

- Einmalspitzen, steril, 2 ml/ 5 ml/ 10 ml, Fa. Becton Dickinson, Heidelberg,
Deutschland

- Eppendorf-Rohrchen-Stander, Fa. Eppendorf, Hamburg, Deutschland

- Kunststoffréhrchen, steril, mit Schraubverschluss, 15 ml/ 50 ml, Fa. Sarstedt,
Nimbrecht, Deutschland

- Monovetten Lithium-Heparinat, 4,5/10 ml (15 IU Li-Heparinat/ml Blut), Fa.
Sarstedt, Numbrecht, Deutschland

- Monovetten Serum, 10 ml, Fa. Sarstedt, Numbrecht, Deutschland

- Pipettenspitzen, steril und unsteril, 1-10 pl, kristall, Fa. Greiner, Ndirtingen,
Deutschland

- Pipettenspitzen, steril und unsteril, 10-100 ul, gelb, Fa. Greiner, Nirtingen,
Deutschland

- Pipettenspitzen, steril und unsteril, 100-1000 ul, blau, Fa. Greiner, Nartingen,
Deutschland

- Pipettenspitzen, Combitips unsteril, 2,5 ul/ 5 ul/ 12,5 pl, Fa. Eppendorf, Hamburg
Deutschland

- PPN-R6hrchen, 5 ml, Fa. Greiner, Nurtingen, Deutschland

- Reagiergefale, unsteril, 1,5 ml, gelb und weil3, Fa. Sarstedt, Nimbrecht,
Deutschland

- Stangenpipetten, steril, 5 ml/ 10 ml/ 25 ml, Fa. Greiner, Nirtingen, Deutschland

- Untersuchungshandschuhe aus Naturkautschuklatex, puderfrei, Peha-soft®, Fa.

Hartmann, Heidenheim, Deutschland
2.1.8. Gerate
- Accu-jet pro, Pipettierhelfer, Fa. Brand
- COy-Inkubator NAPCO 5400, Model-Nr. 5420-1R, Fa. Labotect, Gottingen,

Deutschland
- ELISA-Reader, Typ: 10600, Fa. Anthos Labtec Instruments, Salzburg, Osterreich
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- ELISA-Washer, Typ: Columbus plus, Fa. Tecan Austria GmbH, Grodig,
Osterreich

- ELISA-Mischgerat, Typ: Titramax 100 T, Fa. Heidolph Instruments GmbH,
Schwabach, Deutschland

- ELISA-Drucker, NEC Pinwriter P30, NEC Technologies, United Kingdom

- Gefriertruhe Bio-Freezer, Fa. Forma-Scientific, Labotec, Gottingen, Deutschland

- Multipipette plus, Fa. Eppendorf, Hamburg, Deutschland

- Pipetboy acu, Fa. Integra Biosciences, Fernwald, Deutschland

- Pipette Combi-Pipette Typ 3180, Fa. Eppendorf, Hamburg, Deutschland

- Pipetten Vario-Mikroliterpipetten, 0,5-10 pl/ 10-100 pl/ 100-1000 pl, Fa.
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

- Schuttelwasserbad SW-20c, Fa. Julabo Labortechnik GmbH, Seelbach, Germany

- Sicherheitswerkbank NuAire Laminar Flow, Modell: NU 440-500E, Fa. Zapf
Instrumente, Sarstedt, Deutschland

- Tiefkihlraum, Fa. Hauschild GmbH, Liibeck/Bad Oldesloe, Deutschland

- Vortex, Reax 2000, Fa. Heidolph Instruments GmbH, Schwabach, Deutschland
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2.2. Methoden

2.2.1. Vollblutansatze

Zur Messung der Aktivitdt von Immunzellen verwendeten wir den
Vollblutstimulationstest [50]. Die Blutproben wurden innerhalb von zwei Stunden
nach Entnahme im Vollbluttest angesetzt, welcher unter einer Sterilwerkbank
durchgefiuhrt wurde.

Um eine bakterielle Kontamination zu verhindern, wurde das RPMI-Medium mit
Glutamin (2 Mm), Penicillin (100 U/ml) und Streptomycin (100 pg/ml) versetzt.

Protokoll:

- Blutentnahme durch Punktion einer peripheren Vene mit einer Lithium-
Heparinat Monovette (15 1U Li-Heparinat/ml Blut)

- RPMI-Kulturmedium im Schttelwasserbad (37 °C) erwarmen

- 100 pl heparinisiertes Vollblut mit 800 ul RPMI-Medium in Reaktionsgefalien
verdinnen

- 100 pl LPS-Losung [0,1 pg/ml] bzw. als negative Kontrolle 100 pl RPMI
zugeben und vorsichtig mischen

- Inkubation bei 37 °C, 5 % CO, und 95 % Luftfeuchtigkeit fur 24 Stunden

- 500 pl des zellfreien Uberstandes abpipettieren und in Eppendorf-
Reaktionsgefale tberfihren

- Bei -70 °C bis zur Zytokinmessung lagern

2.2.2. NA-Vorversuch

Jedem Probanden wurde durch Punktion einer peripheren Vene eine Blutprobe in einer
Lithium-Heparinat Monovette entnommen. Die Probanden waren zum Zeitpunkt der
Blutentnahme frei von akuten Infektionen und Allgemeinerkrankungen.

NA (Arterenol®) wurde verdinnt und in einer Endkonzentration von 100 pg/ul
verwendet, was in etwa der 40-fachen Normalkonzentration entspricht. Der NA-
Normwert im Serum liegt bei 185-275 pg/ml.

Die gewonnen Blutproben wurden nach Entnahme umgehend weiterverarbeitet:
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Die Proben fur die Messung der IL-10-, IL-12-, TNF-a- und IL-6-Sekretion wurden
mit LPS in einer Konzentration von 0,1 pg/ml versetzt. Fur die IFN-y-Messung wurde
PHA in einer Konzentration von 5 pg/ml zur Stimulation verwendet, da hierdurch
verglichen mit LPS eine starkere Stimulation der IFN-y-Produktion im Vollbluttest
erreicht wird. Vor Zugabe von Mitogen wurden den Proben unterschiedliche NA-
Konzentrationen (2,5-100 pl) zugesetzt. Eine negative Kontrolle (nur Medium, ohne
Mitogen) und zwei positive Kontrollen (LPS und PHA) wurden mitgefuhrt.

Nach Ablauf der Inkubationszeit (fur den LPS-Ansatz 24 h und fur den PHA-Ansatz
72 h) wurden die Zelliberstdnde bei -70 °C tiefgefroren und zur Zytokinmessung
mittels ELISA-Technik erstmals wieder aufgetaut.

Protokoll:

- Aus jeder Monovette wurden unter sterilen Bedingungen (Sterilwerkbank)
folgende Proben angefertigt:

= Negative Kontrolle ohne Mitogen

= Zwei positive Kontrollen: LPS [0,1 pg/ml], PHA [5 pg/ml]
= Vier LPS-stimulierte Proben mit 2,5, 5, 10 und 100 pl NA
= Vier PHA-stimulierte Proben mit 2,5, 5, 10 und 100 pl NA

- Die LPS-stimulierten Proben wurden im Brutschrank fir 24 Stunden bei einer
Temperatur von 37 °C, in einem Gasgemisch von 95 % Luft und 5 % CO, und
einer Luftfeuchtigkeit von 95 % inkubiert. Die Inkubationszeit der PHA-
stimulierten Proben betrug 72 Stunden.

- Unter sterilen Bedingungen wurden 500 ul des Zelliberstandes in Eppendorf-
Réhrchen abpipettiert und bei -70 °C bis zur Zytokinmessung tiefgefroren. Aus
den LPS-stimulierten Kulturen wurden die Konzentrationen von IL-6, IL-10, IL-
12 und TNF-o gemessen. Aus den PHA-stimulierten Zellkulturen wurde IFN-y

bestimmt.

2.2.3. Patientenstudie

In die Patientenstudie wurde 30 Patienten der Klinik fir Orthopédie der Universitat zu
Libeck einbezogen. Aus pré- und postoperativ entnommenen vendsen Blutproben
wurde ein Blutbild erstellt, aus dem Hamoglobin (Hb), H&matokrit (Hk) und

Leukozytenzahl hervorgingen. Nach LPS-Stimulation wurden die Konzentrationen
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von IL-6, IL-10, IL-12 und TNF-a gemessen. Zudem wurde die pra- und postoperative
Sekretion von IL-6, PRL und Kortisol im Serum bestimmt.

Die Zytokine wurden mit Hilfe der ELISA-Technik gemessen. Die PRL-Bestimmung
erfolgte mittels ECLIA (Elektrochemilumineszenz Immunoassay)-Technik und die
Messung der Kortisolkonzentration durch FPIA  (Fluoreszenzpolarisations
Immunoassay)-Technik.

2.2.4. ELISA

Zur Messung der Zytokinkonzentration im zellfreien Kulturiberstand diente die
ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)-Technik. Sie stellt eine quantitative
Nachweismethode fur Antigene durch Antikorper dar, die mit Enzymen gekoppelt
sind. Nach Zugabe des betreffenden Substrates entstent ein gefarbtes
Stoffwechselprodukt, dessen Menge photometrisch bestimmt wird.

Bei den durchgefihrten ELISA-Tests der Firma Bender MedSystems handelt es sich
um Tests mit ,,Solid-Phase-Technik, die auf dem so genannten Sandwich-Prinzip
beruhen.

Hierbei werden zwei Antikérper verwendet, die beide spezifisch an das
nachzuweisende Antigen binden. An der 96-Loch-Mikrotiterplatte sind monoklonale
Antikorper (coating Antikorper) fixiert, die gegen das zu bestimmende Zytokin
gerichtet sind.

Die Kulturiiberstande werden in die Locher der Platte pipettiert. In der nachfolgenden
Inkubationszeit erfolgt die Bindung der Zytokine an die fixierten Antikdrper.
Gleichzeitig zugegebenes Biotin-Konjugat bindet als léslicher monoklonaler
Antikdrper an einer anderen Stelle an das zu bestimmende Zytokin. Anschlie3end
wird die Platte mehrfach gewaschen um alle ungebundenen Antikdrper zu entfernen.
Nach Zugabe eines enzymmarkierten Antikdrpers (Streptavidin-HRP) und erneuter
Inkubationszeit wird die Platte wieder mehrfach gewaschen und eine Substratlésung
hinzugefugt. Die durch den enzymatischen Substratumsatz —entstandene
Farbstoffmenge ist zur Zytokinkonzentration proportional.

Nach etwa zehn Minuten wird die Reaktion mit 1 M Phosphatsaure (Stopp-L&sung)
beendet und die Antigenkonzentration mit Hilfe des ELISA-Readers photometrisch

bestimmt.
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Durch Vergleich mit einer Standardkurve kann die Zytokinkonzentration jeder

einzelnen Probe ermittelt werden.

Sub=trat

[F]

Streptavidin-HRP

‘ Bictin-Konjugat
T Lytokin
fixierter Antikirper

Abbildung 7: Sandwichprinzip der ELISA-Technik

Die Durchfiihrung der einzelnen Tests erfolgte jeweils entsprechend der

Arbeitsvorschrift des Testherstellers.

2.2.5. PRL-Messung

Im Hormonlabor der Klinik fur Frauenheilkunde und Geburtshilfe der Universitat zu
Lubeck wurde PRL im Serum mit Hilfe der ECLIA-Technik bestimmt. Es handelt sich
hierbei um einen immunologischen in-vitro Test zur quantitativen Bestimmung der
PRL-Konzentration im Serum mit Hilfe des Roche Immunoassay Analyseautomaten
Elecsys 1010/2010 und eines MODULAR ANALYTICS E170 (Elecsys Modul).

Auch hier war das Testprinzip die Sandwich-Technik:

- Probe und biotinylierter monoklonaler PRL-spezifischer Antikdrper bilden den
ersten Komplex (1. Inkubation).

- Durch Zugabe eines mit Ruthenium-Komplex markiertem Antikdrper wird ein
Sandwichkomplex gebildet, der an die Festphase gebunden ist (2. Inkubation).

- Uberfithrung in die Messzelle, in der die Mikropartikel durch magnetische
Wirkung auf die Oberflache der Elektrode fixiert sind. Ungebundene Substanzen

werden entfernt.
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- Durch Spannung wird die Chemilumineszenzemission induziert und mit dem
Photomultiplier gemessen.

- Ermittlung der Ergebnisse anhand einer Kalibrationskurve.

2.2.6. Kortisol-Messung

Die Bestimmung der Kortisol-Konzentration wurde in Zusammenarbeit mit den
Mitarbeitern des Institutes fur Immunologie und Transfusionsmedizin der Universitat
zu Libeck durchgefuhrt. Zur quantitativen Kortisol-Bestimmung im Humanserum
wurde das Produkt AxSYM® Cortisol der Firma Abbott verwendet, welches auf dem
Prinzip der FPIA-Technik beruht:
- Die Proben werden in die Vertiefungen des Reaktionseinsatzes pipettiert.
- Probe, Kortisol-Antiserum (Antikorper), Vorbehandlungslésung und Spulpuffer
ergeben die VVorverdinnungsmischung.
- Ein Teil der Vorverdiinnungsmischung und Spiilpuffer werden in die Kivette des
Reaktionseinsatzes pipettiert und die Leerwertintensitat der Probe gemessen.
- Ein weiterer Teil der Vorverdinnungsmischung und der Kortisol-Fluoreszein-
Tracer werden in die Kiivette tiberfuhrt.
- Kortisol der Probe und Kortisol-Fluoreszein-Tracer konkurrieren um die freien
Bindungsstellen am Antikdrper-Molekiil.
- Mit dem optischen Messsystem fir FPIA wird die Intensitidt des polarisierten

Fluoreszenzlichtes gemessen.

Vor Durchfiihrung des AXSYM Cortisol Assays wurde die AXSYM Cortisol Assaydatei
von der Assaydiskette 4J63-01 auf dem AXSYM Analysegerat installiert. Als

Standardkalibrierung wurde eine 6-Punkt-Kalibrierung durchgefihrt.
2.2.7. Statistik
Die statistischen Berechnungen wurden mit Hilfe des Programms SPSS 12.0 fir

Windows durchgefiihrt. Fir jeden Parameter wurde in Ublicher Weise Mittelwert,

Standardabweichung und Median berechnet.
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Ein Ergebnis wurde dann als statistisch signifikant angesehen, wenn die
Nullhypothese mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit kleiner 5 % verworfen werden
konnte.

Zur Prifung der Messwerte auf ihre Abweichung von der Normalverteilung wurde der
Kolmogorov-Smirnov-Test angewandt. Waren die Werte normalverteilt, wurde der t-
Test nach Student fur gepaarte Stichproben verwendet.

Lag keine Normalverteilung der Datensatze vor, wurde der Vorzeichen-Rang-Test
nach Wilcoxon durchgefiihrt, bei dem eine Ranganalyse ausgefiihrt wird, die
Veranderungen innerhalb der einzelnen Probenpaare beriicksichtigt.

Fur die graphische Darstellung der Messergebnisse wurde das Programm GraphPad
Prism 4.0 gewabhlt.

Box-Plot-Diagramme wurden gewéhlt, wenn der Median als Lagemal} als wichtig
erachtet wurde. Zuséatzlich ergibt sich durch die angezeigten Perzentilen ein guter
Einblick Gber die Streuung der gemessenen Parameter.

Balkendiagramme zeigen Mittelwert und Standardfehler.

30



3. Ergebnisse

3. Ergebnisse

3.1. In-vitro Vorversuch

Im in-vitro Stimulationstest mit NA wurde der Katecholamineffekt der
Stressorenaktivierung durch Zugabe verschiedener NA-Konzentrationen imitiert und
anschlieBend die Zytokinsekretion von IL-10, IL-12, TNF-a, IL-6 und IFN-y im
Vollbluttest nach Mitogenstimulation gemessen.
Die maximal eingesetzten NA-Konzentrationen entsprachen in etwa der 40-fachen
Normalkonzentration (185-275 pg/ml) im Serum.
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3.1.1. 1L-10-Sekretion

Bei der Messung des antiinflammatorischen Zytokins IL-10 wurde mit zunehmender
Katecholaminkonzentration eine  tendenziell ~zunehmende  IL-10-Produktion
beobachtet. Bei einer NA-Konzentration von 10.000 pg/ml zeigte sich eine statistisch
signifikante Erhéhung der 1L-10-Sekretion verglichen mit der Kontrollprobe (0 pg/ul
NA). Mit zunehmender NA-Konzentration konnte eine zunehmende Streuung der
Messwerte beobachtet werden. In der Kontrollprobe ohne Mitogenzusatz konnte durch

NA alleine keine messbare Zytokinkonzentration induziert werden.
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—— = Median

* = p<0,05 verglichen mit 0 pg/ml NA

Abbildung 8: Einfluss von NA auf die IL-10-Sekretion im Uberstand LPS-
stimulierter Vollblutkulturen [LPS 0,1 pg/ml; n=9]
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3.1.2. 1L-12-Sekretion

Mit der Messung der Sekretion von IL-12 und TNF-a nach LPS-Stimulation wurden
die Effekte von NA auf zwei proinflammatorische Zytokine untersucht.

Bei zunehmender NA-Konzentration konnte eine statistisch signifikante Abnahme der
IL-12-Sekretion bei 1.000 pg/ml und 10.000 pg/ml im Vergleich zu den niedrigeren
Katecholaminkonzentrationen beobachtet werden. In der Kontrollprobe ohne

Mitogenzusatz konnte keine messhare Zytokinkonzentration nachgewiesen werden.
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* = p<0,05 verglichen mit 0 pg/ml NA
# = p<0,05 verglichen mit 1.000 pg/ml NA

Abbildung 9: Einfluss von NA auf die IL-12-Sekretion im Uberstand LPS-
stimulierter Vollblutkulturen [LPS 0,1 pug/ml; n=9]
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3.1.3. TNF-a-Sekretion

Auch TNF-a wurde bei zunehmenden NA-Konzentrationen vermindert sezerniert.
Zunéchst zeigten sich nur geringe Verdnderungen der TNF-a-Produktion. Mit
steigenden NA-Konzentrationen konnte jedoch ein statistisch signifikanter Abfall der
TNF-a-Synthese beobachtet werden.

In  den Kontrollproben ohne Mitogenzusatz  konnte  keine  messbare

Zytokinkonzentration nachgewiesen werden.
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Abbildung 10: Einfluss von NA auf die TNF-o-Sekretion im Uberstand LPS-
stimulierter Vollblutkulturen [LPS 0,1 pug/ml; n=9]
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3.1.4. IEN-y-Sekretion

Bei der Messung der IFN-y-Produktion konnten durch die zugefiigten NA-
Konzentrationen keine statistisch signifikanten Veranderungen der Zytokinsekretion
induziert werden. Tendenziell zeigte sich eine Erhéhung der IFN-y-Synthese bei
héheren NA-Konzentrationen. Weiterhin ist eine zunehmende Streuung der Messwerte
mit steigender NA-Konzentration zu sehen. In den Kontrollproben ohne

Mitogenzusatz konnte keine messhare Zytokinkonzentration nachgewiesen werden.
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Abbildung 11: Einfluss von NA auf die IFN-y-Sekretion im Uberstand PHA-
stimulierter Vollblutkulturen [PHA 5 pg/ml; n=9]
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3.1.5. IL-6-Sekretion

Bei der Messung der IL-6-Sekretion konnten funf Stimulationsversuche ausgewertet
werden. Es wurde eine tendenziell abnehmende IL-6-Synthese mit zunehmender NA-
Konzentration beobachtet. Mit dem Rangsummentest nach Wilcoxon wurden
statistisch signifikante Unterschiede zwischen 0 und 1.000 pg/ml NA sowie zwischen
0 und 10.000 pg/ml NA erfasst. In der Kontrollprobe ohne Mitogenzusatz konnte
keine messhare Zytokinsekretion gemessen werden.
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Abbildung 12: Einfluss von NA auf die IL-6-Sekretion im Uberstand LPS-
stimulierter Vollblutkulturen [LPS 0,1 pg/ml; n=5]
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3.2. Patientenstudie

3.2.1. Perioperative Anderungen von Hb, Hk und Leukozytenzahl bei Patienten mit

endoprothetischem Gelenkersatz

Im Blutbild wurden pra- und postoperativ Hb, Hk und Leukozytenzahl bestimmt.

Es zeigte sich postoperativ eine statistisch signifikante Abnahme der Hb-
Konzentration. Bei der Gegenuberstellung von CSE und ITN konnten keine statistisch
signifikanten Unterschiede beobachtet werden. Mittelwerte und
Standardabweichungen sind tabellarisch aufgefuhrt. Bei den Patienten mit ITN

konnten zwei Proben nicht ausgewertet werden (Proben geronnen).

Tabelle 1: Hb prd wund postoperativ bei Patienten mit endoprothetischem

Gelenkersatz

Hb [g/dI]
praoperativ postoperativ
M + SD M + SD

CSE (n=15) 13,1+0,9 11,4+£13*

ITN (n=13) 134+14 109+16*
M = Mittelwert
SD = Standardabweichung
* = p<0,05
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Der postoperative Hk-Abfall zeigte sich ebenfalls statistisch signifikant.

Tabelle 2: Hk pré-

Gelenkersatz

und postoperativ bei

Patienten mit endoprothetischem

Hk [%]
praoperativ postoperativ
M+ SD M+ SD
CSE (n=15) 40,0+29 348+38*
ITN (n=13) 40,6 + 4,1 33,3+50*
M = Mittelwert

SD = Standardabweichung
* = p<0,05

Bei der

signifikanter Anstieg beobachtet. Mittelwerte und Standardabweichungen unserer

Bestimmung der Leukozytenzahl wurde postoperativ ein statistisch
Messungen sind tabellarisch aufgefiihrt. Bei den CSE-Proben stieg die Leukozytenzahl
im Durchschnitt von 6,8 auf 11,0-10%/ul Leukozyten, d.h. ein Anstieg um 64 %. Bei
den ITN-Proben zeigte sich eine durchschnittliche Erhéhung von 6,1 auf 9,6-10%/ul

Leukozyten, ein Anstieg um 67 %.

Tabelle 3: Leukozytenzahl pra- und postoperativ bei Patienten mit endoprothetischem

Gelenkersatz

Leukozyten [-10°/pl]
praoperativ P
3ostoperativ
M + SD M + SD

CSE (n=15) 6,8+1,7 110+£31*

ITN (n=13) 6,1+24 96+35*
M = Mittelwert
SD = Standardabweichung
* = p<0,05
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Bei getrennter Betrachtung von Narkose und neuroaxialem Block konnten mit den
angewandten statistischen Testverfahren keine signifikanten Differenzen hinsichtlich

Hb, Hk oder Leukozytenzahl festgestellt werden.
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3.2.2. Einzelheiten der Anasthesieverfahren

Im Folgenden sind tabellarisch Infusionsmenge, Operationsdauer und weitere

eingesetzte Medikamente aufgeftihrt.

Infusionsmenge und OP-Zeiten waren bei beiden Anésthesieverfahren vergleichbar.
Statistisch signifikante Unterschiede wurden nicht beobachtet. Der Einsatz von
Sympathomimetika (Akrinor® und Alupent®) und Parasympatholytika (Atropin) war
bei einigen Patienten notwendig und innerhalb der Patientengruppen vergleichbar. Die
OP-Dauer stellt die Schnitt-Naht-Zeit dar. Die Ané&sthesiedauer ist die Zeit vom

Beginn der Anésthesiemalinahmen bis zum Verlassen des Operationssaales.

Tabelle 4: Infusionsmenge, Zeiten und perioperativ eingesetzte Medikamente bei

Patienten mit endoprothetischem Gelenkersatz

CSE (n=13) ITN (n=13)
M+ SD M+ SD
Infusionsmenge [l]
Kristalloide 3510 34+1,1
Kolloide 0,4+£05 05+0,3
Dauer [min]
OP-Dauer 122,3+ 37,9 120,4 + 30,2
Anasthesie-Dauer 181,8 + 47,2 190,8 + 40,4
Medikamente [Patientenzahl]
Akrinor® 2 4
Alupent® 1 0
Atropin 3 4
M = Mittelwert

SD = Standardabweichung
Akrinor® = Theodrenalin + Cafedrin
Alupent® = Orciprenalin

Kristalloide = Ringer Infusionslésung

Kolloide = Gelatine Infusionslésung (Gelafundine 4 %),

Firma B. Braun Melsungen AG
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3. Ergebnisse

3.2.3. Perioperative Anderungen der 1L-10-Synthese im Vollbluttest

Bei der Messung der IL-10-Konzentration im Vollbluttest konnte direkt postoperativ
eine signifikant verminderte IL-10-Sekretion festgestellt werden. Die differenzierte
Betrachtung der Anésthesieverfahren zeigte einen statistisch signifikanten Abfall in
beiden Gruppen. Es lagen keine signifikanten Unterschiede zwischen den

Anasthesieverfahren vor.
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n.s. = nicht signifikant

Abbildung 13: Pra- und postoperative IL-10-Sekretion in LPS-stimulierten
Vollblutansatzen bei Patienten mit CSE und ITN
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3.2.4. Perioperative Anderungen der 1L-12-Synthese im Vollbluttest

Bei der Bestimmung der IL-12-Synthese wurde bei Patienten mit Regionalanasthesie
eine postoperativ signifikante Zunahme der Zytokinsekretion gemessen, wéhrend sich
die IL-12-Konzentrationen bei Patienten mit Narkose nicht signifikant veranderten.
Zwischen den beiden Anasthesieverfahren konnte jedoch kein statistisch signifikanter

Unterschied nachgewiesen werden.
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Abbildung 14: Pra- und postoperative IL-12-Sekretion in LPS-stimulierten
Vollblutansatzen bei Patienten mit CSE und ITN
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3.2.5. Perioperative Anderungen der TNF-a-Synthese im Vollbluttest

Bei der Messung der TNF-a-Sekretion konnte eine Abnahme der Zytokinausschittung
direkt postoperativ beobachtet werden, die sowohl beim neuroaxialen Block als auch
bei Narkose statistisch signifikant war. Somit ergibt sich hier kein Anhalt fiir eine
Reaktion im Sinne eines Postaggressionssyndroms direkt postoperativ. Es waren keine
statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Andsthesieverfahren

erkennbar.
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Abbildung 15: Pr& und postoperative TNF-a-Sekretion in LPS-stimulierten
Vollblutansatzen bei Patienten mit CSE und ITN
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3.2.6. Perioperative Anderungen der 1L-6-Sekretion

Es wurden IL-6-Konzentrationen sowohl im Vollbluttest nach LPS-Stimulation als
auch im Serum gemessen. Bei der Auswertung im Vollblutstimulationstest zeigte sich
bei beiden Narkoseverfahren tendenziell eine leichte postoperative Reduktion der

IL-6-Synthese, die jedoch nicht statistisch signifikant war.
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Abbildung 16: Pra- und postoperative IL-6-Sekretion in LPS-stimulierten
Vollblutansatzen bei Patienten mit CSE und ITN
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3. Ergebnisse

IL-6 [pg/ml]

Bei der Messung der IL-6-Konzentration im Serum wurde ein umgekehrtes Bild
beobachtet. Postoperativ zeigte sich eine statistisch signifikante Zunahme der IL-6-
Sekretion in beiden Anasthesieverfahren.

Da die Nachweisgrenze des IL-6-ELISA bei 2 pg/ml lag, wurden Messwerte von
IL-6 < 2 pg/ml als 0 pg/ml gewertet. Aufgrund der niedrigen praoperativen IL-6-
Konzentrationen im Serum und der relativ groRen Streuung der postoperativen
Messwerte wurde die Darstellung mit Balkendiagrammen gewahlt. Die
Messergebnisse der Serumproben waren nicht normalverteilt. Die postoperative
Erh6hung der IL-6-Konzentration war sowohl bei CSE als auch bei ITN nach dem
Wilcoxon-Test statistisch signifikant.

IL-6 im Serum

15 - *
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pra post pra post

CSE n=15 ITNn=15

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

Abbildung 17: Pr&- und postoperative IL-6-Konzentration in den Serumproben bei
Patienten mit CSE und ITN
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3. Ergebnisse

PRL [ng/ml]

3.2.7. Perioperative Anderungen der PRL-Sekretion

Im Serum der Patienten wurde postoperativ eine deutlich erhthte PRL-Konzentration
beobachtet, die bei beiden Ané&sthesieverfahren statistisch signifikant war. Der
postoperative Anstieg der PRL-Konzentration zeigte sich bei Patienten mit Narkose
jedoch wesentlich ausgepragter als bei Patienten nach neuroaxialem Block.

Wéhrend postoperativ durch ITN eine Erhéhung der PRL-Konzentration um mehr als
300 % hervorgerufen wurde, zeigte sich nach regionalandsthetischem Verfahren eine
Zunahme um etwa 60 %. Diese postoperativen Konzentrationsunterschiede zwischen

den beiden Anésthesieverfahren waren statistisch signifikant.
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Abbildung 18: Pra- und postoperative PRL-Sekretion in den Serumproben
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Kortisol [ug/dL]

3.2.8. Perioperative Anderungen der Kortisol-Sekretion

Bei der Bestimmung der prda- und postoperativen Kortisol-Konzentration in den
Serumproben konnten keine statistisch signifikanten Unterschiede beobachtet werden.
Bei Patienten mit Narkose zeigte sich die Spannweite der Messergebnisse postoperativ
deutlich groRer als bei Patienten mit neuroaxialem Block. Der minimale postoperative
Konzentrationsabfall bei Patienten mit CSE war statistisch nicht signifikant.

Im Vergleich der Anésthesieverfahren konnten keine statistisch signifikanten

Unterschiede nachgewiesen werden.
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Abbildung 19: Pra- und postoperative Kortisol-Sekretion in den Serumproben
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4. Diskussion

4. Diskussion

4.1. Kommunikation zwischen Nervensystem und Immunsystem

4.1.1. Einfluss von NA auf immunologische Reaktionen

Um die Auswirkungen von Stressoren wie Schmerzen und Stress auf Reaktionen des
Immunsystems zu untersuchen, wurde ein in-vitro Stimulationstest mit NA
durchgefuhrt, wodurch der Einfluss des sympathischen Neurotransmitters auf das
Transmittersystem des Immunsystems nachgewiesen werden konnte. Durch die
Sekretion von NA ist das sympathische Nervensystem in der Lage, in die
Feinabstimmung von Immunreaktionen regulierend einzugreifen und so zur
Aufrechterhaltung der Homdostase im gesamten Organismus beizutragen.

Um die Wirkung von NA auf die Zytokinproduktion zu untersuchen, wurden
verschiedene NA-Konzentrationen im Vollbluttest den Blutproben zugesetzt. Unsere
Messungen der Zytokinsynthese zeigen eine Beeinflussung durch den
Katecholaminzusatz: Die vermehrte IL-10-Synthese bei steigenden NA-
Konzentrationen bewirkte offensichtlich eine Verstarkung der antiinflammatorischen
Effekte. Eine Hemmung der proinflammatorischen Wirkungen durch NA wurde durch
die abnehmende Sekretion von TNF-a, IL-12 und IL-6 erkennbar.

Unterstitzt werden unsere Ergebnisse durch eine aktuelle Studie, in der gezeigt
werden konnte, dass unter dem Einfluss von Katecholaminen und Glukokortikoiden
die Sekretion von IL-12, TNF-a und IFN-y gehemmt und dicjenige von IL-10 und
IL-4 gesteigert wurde [14]. Die verminderte IL-12-Konzentration in Kombination mit
einer erhéhten IL-4-Konzentration deutet auf die Induktion eines Th2-Wechsels hin.
Somit kénnten Stresshormone zum Schutz des Organismus vor einem Uberwiegen der
Thl-Zellen und der bermaRigen Sekretion proinflammatorischer Zytokine beitragen
[14]. Durch NA scheint eine antiinflammatorische Reaktionslage induziert zu werden,
wodurch (berschieBende Immunreaktionen bei erhéhter Katecholaminausschittung
madglicherweise verhindert werden.

Die Veranderungen der Zytokinsekretion unter dem NA-Einfluss kénnen Ausdruck
regulativer Mechanismen auf duliere Einflisse (z. B. Stress) oder Traumata sein. Man
konnte hier ein Programm zur Steuerung reparativer Vorgange im Hintergrund

vermuten.
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Connor et al. (2005) beobachteten, dass durch psychophysiologischen Stress eine
Immunsuppression hervorgerufen wird: In Ratten wurde durch Stress ein LPS-
induzierter Anstieg der IL-10-Sekretion in-vivo gemessen, der mit einer Hemmung der
proinflammatorischen Zytokine IL-18 und TNF-o verbunden war. Der IL-10-Anstieg
wurde durch den B-AR-Antagonisten Nadolol blockiert, wodurch eine Beteilung des
sympathischen Nervensystems {iber die Aktivierung von [-Rezeptoren bei der
immunsuppressiven Wirkung aufgezeigt werden konnte [16].

Pongratz et al. (2005) berlcksichtigten den zirkadianen Rhythmus der Zytokin-
Sekretion und beobachteten, dass nachts durch die NA-Sekretion in Mé&usen die
splenische 1L-6-Sekretion gehemmt wurde, wahrend sie in den Morgenstunden
stimuliert wurde [77]. Dies konnte eine erhdhte IL-6-Konzentration im Serum zum
Zeitpunkt eines Traumas oder eines operativen Eingriffes in den Morgenstunden
erklaren.

Northoff et al. (1998) stellten die Hypothese auf, dass kurze Zeit nach exzessiver
korperlicher Belastung die IFN-y-Produktion fast vollstandig unterdriickt wird und so
eine transiente Immunsuppression hervorgerufen wird [70]. Obwohl wir im Rahmen
der ansteigenden NA-Konzentrationen abfallende IFN-y-Konzentrationen erwartet
hatten, wurde in unserem Vorversuch durch den Katecholaminzusatz eine leicht
erhéhte IFN-y-Sekretion beobachtet. Hier scheinen weitere Studien mit hoheren
Fallzahlen nétig zu sein, um die Ergebnisse unterstiitzen oder sie widerlegen zu

kdnnen.

4.1.2. Effekte auf T-Zellen

NA moduliert die Aktivitat der T- und B-Lymphozyten tber die Bindung an B,-AR.
B2-AR konnten nur auf naiven CD4-positiven T-Zellen und Thl-Zellen, jedoch nicht
auf Th2-Zellen nachgewiesen werden [82]. Klassischerweise flihrt die Stimulation von
B2-AR zu einer intrazelluldren Signalkaskade mit Aktivierung von Adenylatzyklase,
cAMP-Akkumulation und PKA-Aktivierung, wobei abhdngig vom Stimulus
unterschiedliche Isoformen der PKA aktiviert werden [54].

Naive CD4-positive T-Zellen, die in Anwesenheit von IL-12 aktiviert werden,
differenzieren vorzugsweise zu Thl-Zellen [87], wéhrend unter dem Einfluss von IL-4
eine Differenzierung zu Th2-Zellen stattfindet [42]. Da durch die Zytokin-
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Zusammensetzung in Geweben und Organen die Differenzierung naiver T-Zellen in
Richtung Th1 oder Th2 begtinstigt wird, ist anzunehmen, dass bestimmte intrazelluléare
Signale durch die Stimulation von Zytokinrezeptoren ausgelost werden, die die T-Zell-
Differenzierung beeinflussen.

Durch zahlreiche Untersuchungen wurde deutlich, dass die Stimulation von 2-AR die
Proliferation von CDA4-positiven T-Zellen vermindert. Der genaue Mechanismus
hierfur ist noch nicht geklart und kénnte auf einer erhdhten cAMP-Konzentration,
einer gesteigerten PKA-Aktivierung oder moglicherweise auch auf Verdnderungen des
Zytoskeletts beruhen. Die Aktivierung von CD4-positiven T-Zellen fihrt zu einer
initialen ,,Up-Regulation* von B2-AR und anschlieend durch einen Proteinkinase C-
abhingigen Mechanismus, zu einer ,Down-Regulation”. Obwohl der genaue
Mechanismus dieses biphasischen Effektes noch unbekannt ist, kann dadurch eine
Beeintrachtigung von T-Zell-Funktion und ablaufender Immunantwort resultieren
[54].

Der Zusatz des P-Mimetikums Salbutamol und die damit verbundene Stimulation der
B2-AR fihrte in-vitro zu einer verminderten IFN-y-Sekretion durch PHA-aktivierte T-
Zellen [73]. Auch der p,-AR-selektive  Agonist  Terbutalin  hemmte
konzentrationsabhéngig die IFN-y-Produktion in ruhenden Thl-Zellen [82]. Dies
deutet darauf hin, dass durch NA die Zytokinproduktion in Thl-Zellen vermindert
wird. Da Th2-Zellen keine B,-AR exprimieren, kann NA die Zytokinproduktion von
Th2-Zellen nur indirekt Gber andere Zellpopulationen beeinflussen [54].

In diversen Studien konnte durch Katecholamine eine Anderung der Zytokinsekretion
und der Zytokin-Zusammensetzung im Blut hervorgerufen werden. Korrelierend mit
unseren Ergebnissen zeigten Elenkov et al. (1996), dass die B,-AR-Stimulation mittels
NA-Zugabe zu LPS-aktivierten Monozyten zu einer verminderten IL-12- und einer
gesteigerten IL-10-Sekretion fuhrte [24].

Diese Ergebnisse zeigen, dass unter Katecholamineinfluss die sogenannten humoralen
Immunreaktionen (Th2-Zellen) beglinstigt werden und die zelluldre Immunitét (Thl-
Zellen) herabgesetzt wird. Dadurch konnte die unter Stressbedingungen erhohte
Anfalligkeit des Organismus fur bestimmte autoimmune, allergische, infektidse oder

auch neoplastische Erkrankungen erklart werden.
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4.1.3. Effekte auf B-Zellen

Die B-Zell-Proliferation ist ein wichtiger Bestandteil einer ablaufenden
Immunantwort. Es konnte gezeigt werden, dass durch NA und den B-AR-Agonisten
Isoproterenol die LPS-induzierte B-Zell-Proliferation in-vitro gesteigert wird, wéhrend
der B-AR-Antagonist Propanolol diese Wirkung hemmt und der a-AR-Antagonist
Phenolamin keinen Einfluss besitzt [57].

CD86 ist ein Oberflachenmolekil auf B-Zellen und APZs, welches die Stimulation
von Oberflachenmolekiilen auf T-Zellen vermittelt und somit in die Zytokin-
Produktion der T-Zellen regulierend eingreift. Durch die Stimulation von CD86 wird
die Antikorper-Produktion der B-Zellen gesteuert. Die Stimulation von B2-AR
und/oder B-Zell-Rezeptor erhoht die Expression von CD86 und seiner mRNA in B-
Zellen, wobei die gleichzeitige Stimulation beider Rezeptoren eine additive Steigerung
bewirkt. Hierdurch konnte eine Schnittstelle der Funktionsregulation zwischen
Immun- und Nervensystem aufgezeigt werden [47, 54].

Die Wirkungen der B,-AR-Stimulation sind abhéngig vom Zeitpunkt der Stimulation:
So resultierte aus der PB,-AR-Stimulation wahrend der ersten Schritte der B-Zell-
Aktivierung eine gesteigerte Antikdérper-Produktion, wohingegen Differenzierung und
Funktion von B-Zellen durch B,-AR-Stimulation zu einem spéateren Zeitpunkt der
Zellaktivierung gehemmt wurden. Die B,-AR-Stimulation von aktivierten B-Zellen
bewirkte sowohl eine erhdhte Anzahl an Antikdrper-sezernierenden Zellen als auch
eine erhbhte Gesamtsumme an produzierten Antikorpern [81].

Wechselwirkungen zwischen T- und B-Zellen bewirken eine cAMP-Anhéaufung in B-
Zellen. Durch  erhohte  intrazelluldre =~ cAMP-Konzentrationen  werden
Zytokinwirkungen bezuglich Hohe und Isotyp der Antikérper-Produktion in B-Zellen
beeinflusst. So scheint die B,-AR-Stimulation intrazellulare Signale zu erzeugen, die
die IL-4-abhédngige Produktion von IgG; und IgE pro B-Zelle steigert [54].

Fur die Aufrechterhaltung einer bestmdglichen Th2-Zell-abhangigen Immunantwort
mit optimaler Antikdrper-Sekretion ist die PB,-AR-Stimulation von B-Zellen durch
endogenes NA in-vivo notwendig [53].

In-vivo konnte eine gesteigerte NA-Sekretion in der Milz (ber IL-2-
Oberflachenrezeptoren auf sympathischen Nervenzellen hervorgerufen werden [35].
Uber diese Aktivierung der sympathischen Nerventatigkeit in lymphatischen Organen

kann IL-2 also eine Steigerung der frithen Antikdrper-Antwort in-vivo auslésen.
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Die Effekte von NA auf die B-Zell-Funktion sind altersabhdngig. Durch die NA-
Sekretion konnte bei neugeborenen Tieren die Zahl der Antikorper-produzierenden

Zellen gesteigert werden, wahrend sie bei Erwachsenen reduziert wurde [54].

4.1.4. Zusammenfassende Interpretation des NA-Vorversuchs

Wechselwirkungen zwischen Immunsystem und Nervensystem sind flr die optimale
Entwicklung und Funktion beider Systeme offensichtlich von enormer Bedeutung.
Durch unseren Vorversuch konnte eine direkte Wirkung des sympathischen
Neurotransmitters NA auf Immunzellen und immunologische Reaktionen in-vitro
nachgewiesen werden. Die durch NA induzierte Stimulation flihrte zu Verdnderungen
der Zytokinproduktion sowohl bei den proinflammatorischen Zytokinen TNF-a, 1L-12
und IL-6 als auch bei dem antiinflammatorischen Botenstoff 1L-10. Durch den
Katecholaminzusatz resultierte eine verstarkte antiinflammatorische Wirkung,
wéhrend die proinflammorische Komponente eher zuriickgedrangt wurde. Die genaue
Bedeutung dieser Ergebnisse ist nicht eindeutig. Sie konnte aber regulative
Mechanismen erklaren, die durch bestimmte Ereignisse wie ein Trauma oder durch
Stress getriggert werden.

Das Modell des ,,Vollblut-Stimulationstests* eignet sich zur Bestimmung der Aktivitét
von Immunzellen, da diese Methode die Aufrechterhaltung physiologischer
Interaktionen der Zellen untereinander ermdglicht und durch die Mitogenstimulation
komplexe Vorgénge in-vivo imitiert werden. Bei der Inkubation im Vollblut sind alle
I6slichen Mediatoren und Zellen vorhanden und die Verhaltnisse in-vivo nachgeahmt.
Zur Stimulation wurde das Monozyten-stimulierende Mitogen LPS verwendet, da es
bei Entzindungen, Infektionen und postinfektiosen Komplikationen eine weit
verbreitete Erregersubstanz darstellt [34]. Weiterhin stimuliert LPS den NA-Umsatz in
der Milz. Jede Aktivierung von Immunzellen, ob durch Infektion oder Endotoxine

bedingt, bewirkt eine gesteigerte NA-Sekretion in lymphatischen Organen.
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4.2. Immunmodulation durch anasthesiologische Verfahren

4.2.1. Einfluss operativer Eingriffe auf das immunologische Gleichgewicht

Beim gesunden Organismus befinden sich pro- und antiinflammatorische Reaktionen
im Gleichgewicht. Durch die Zerstérung von Gewebe, wie sie bei jeder operativen
Intervention erfolgt, wird dieses Gleichgewicht gestort. Um auf schadigende Einflusse
wie Verletzungen, Operationen oder auch eindringende Mikroorganismen adaquat
reagieren zu konnen, ist die  Ausgewogenheit zwischen pro- und
antiinflammatorischen Effekten essentiell. Gerade im Rahmen eines chirurgischen
Eingriffes ist ein intaktes Immunsystem fir eine rasche Wundheilung und
komplikationslose Genesung sowie eine addquate Widerstandsféhigkeit gegen peri-
und postoperative Infektionen von enormer Bedeutung.

Durch grof3e operative Eingriffe wird der menschliche Organismus Stressbedingungen
ausgesetzt, die zur Aktivierung des Immunsystems und somit auch zu einer
gesteigerten Aktivierung von T-Lymphozyten flhren. Eine erhdhte T-Zell-Aktivierung
kann Anergie und Apoptose von T-Lymphozyten in der postoperativen Periode
induzieren und somit die Entwicklung infektiéser Komplikationen begtinstigen [89].
Bei der Bestimmung der Leukozytenzahl war postoperativ ein statistisch signifikanter
Anstieg in unserer Studie zu beobachten. Diese Mobilisierung der Leukozyten I&sst
auf eine Aktivierung der Immunabwehr mit einer Rekrutierung der Immunzellen
schlieBen. Sie ist sicherlich als eine direkte Reaktion auf das operative Trauma im
Rahmen der Stressreaktivitdit zu deuten. Mdoglicherweise gibt es hier einen
Zusammenhang mit dem perioperativen Blutverlust (postoperativer Hb- und Hk-
Abfall). Die Faktoren Stress und Schmerzen werden mit immunsuppressiven Effekten
assoziiert, die in Tierversuchen eine erhohte Anfalligkeit fur Infektionen und
Tumorwachstum zeigten [48].

Anésthetika beeinflussen immunologische Funktionen zum einen indirekt durch
Modulation der neurohumoralen Antwort und zum anderen direkt durch ihre Wirkung
auf immunkompetente Zellen [23]. Zudem verdndern sich durch Narkose, Analgesie
und operatives Trauma Anzahl und Phénotyp zirkulierender Immunzellen sowie deren
Zytokinproduktion. Durch Narkose alleine wird eine Proinflammation induziert [11].
Die antiinflammatorischen Verénderungen, die durch perioperativ ausgeschittete

Katecholamine hervorgerufen werden, konnten sich hier gegenregulierend auswirken.
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4.2.2. Beeinflussung immunologischer Reaktionen durch Katecholamine und
Glukokortikoide

Perioperative Stressbedingungen konnen (ber erhohte Konzentrationen von
Katecholaminen und Kortisol zu einer Beeintrdchtung des Immunsystems fiihren [4].
Auf zytokinerger Ebene hemmen Glukokortikoide und Katecholamine die Produktion
von menschlichem IL-12 und TNF-a, wahrend die IL-10-Sekretion unbeeinflusst
bleibt oder sogar stimuliert wird, wie wir auch in unserem in-vitro VVorversuch messen
konnten. Dadurch wird eine selektive Unterdriickung der Th1-Aktivitat verursacht und
ein Wechsel zugunsten der Th2-Zellfunktionen und somit der humoralen Immunitét
induziert [25]. Dieser Mechanismus fihrt zum Schutz des Organismus vor einer
systemischen Uberladung mit proinflammatorischen Zytokinen [27]. Da Thl-Zellen
maRgeblich am Ablauf einer Entziindungsreaktion beteiligt sind, kann ein Uberwiegen
der Th2-Aktivitat eine erhohte Anfalligkeit des Organismus gegenliber zahlreichen
Infektionen bewirken, die unter normalen Umstanden durch die Thl-Antwort
verhindert werden wirde [25].

Da die NA-Konzentration im Plasma nur wenig mit der Sympathikusaktivitét
korreliert und der Nachweis von NA zudem sehr aufwandig wére, wurde in der
Patientenstudie nicht NA gemessen, sondern die Bestimmung der Stresshormone PRL
und Kortisol im Serum gewahlt, um die Stresswirkung durch das operative Trauma

beurteilen zu kdnnen.

4.2.3. Wirkungen von PRL

In zahlreichen Forschungsprojekten konnte gezeigt werden, dass durch
Narkoseverfahren mit Opioidgabe die immunregulatorischen Hormone beeinflusst
werden, indem die PRL-Konzentration stark ansteigt und die Kortisolkonzentration
abfallt [9, 13, 19]. Dieser Abfall der Kortisolsekretion konnte in unseren Messungen
unmittelbar postoperativ nicht nachgewiesen werden.

PRL verfugt neben seiner endokrinen Kontrollfunktion auf das Immunsystem auch
uber zytokinartige Eigenschaften, da es innerhalb des Immunsystems ausgeschuttet
wird und die Lymphozytenfunktion tber para- und autokrine Mechanismen reguliert.
Die PRL-Ausschittung wird einerseits durch den Hypothalamus und andererseits Gber
Zytokine reguliert, wobei IL-1, IL-2 und IL-6 die PRL-Sekretion verstarken, wéhrend
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sie durch IFN-y gehemmt wird. Da sowohl Hyper- als auch Hypoprolaktindmien
immunsuppressiv. wirken, sind im menschlichen Organismus physiologische
Konzentrationen an zirkulierendem PRL notwendig, um eine grundlegende
Immunkompetenz zu erhalten [60].

Erhohte PRL-Konzentrationen gehen haufig mit Verdnderungen von Immunreaktionen
einher. So konnte durch zunehmende PRL-Konzentrationen (100-300 ng/ml) eine
dosisabhangige Steigerung der Synthese der proinflammatorischen Zytokine IL-12
und TNF-o in LPS-stimulierten Vollblutkulturen beobachtet werden. PRL-
Konzentrationen in dieser Hohe werden im Blut bei Narkosen und Schwangerschaften
gemessen. Die Sekretion des antiinflammatorischen Zytokins I1L-10 war nur bei sehr
hohen PRL-Konzentrationen (300 ng/ml) signifikant verstarkt. Weiterhin wurde eine
erhéhte Bindungsaktivitat der Transkriptionsfaktoren NFkB und IRF-1 durch PRL
alleine und in Kombination mit LPS beobachtet [11]. NFkB wird im Zytoplasma
aktiviert und innerhalb von Minuten in den Zellkern transloziert. Hier vermittelt NFxB
die Transkription vieler proinflammatorischer Gene einschliellich denen von TNF-q,
IL-12 und auch IRF-1, welcher wiederum uber einen positiven Feedback-
Mechanismus in der Lage ist, die Aktivierung von NFkB zu verstarken [58]. Somit
scheint PRL die proinflammatorische Immunantwort iiber NFxkB und IRF-1 zu
verstdrken und unter bestimmten Bedingungen pathophysiologische Prozesse
auszuldsen.

Bereits in physiologischen Konzentrationen verursacht PRL eine gesteigerte IFN-y-
Produktion in peripheren mononukleédren Blutzellen (PBMC) nach PHA- und ConA-
Stimulation bei gesunden Probanden [15]. In weiteren Untersuchungen zeigte die
Zugabe von humanem rekombinantem PRL zu LPS- oder PHA-stimulierten
Zellkulturen im Vollbluttest eine gesteigerte IFN-y-Sekretion [12].

Auch Dimitrov et al. (2004) beobachteten eine durch PRL erhéhte TNF-a- und IFN-y-
Sekretion in CD4- und CD8-positiven Lymphozyten [22].

In weiteren Studien konnte gezeigt werden, dass nach einer Narkoseeinleitung mit
Opioiden eine signifikant gesteigerte IFN-y-Sekretion gemessen wurde, die vermutlich
als Wirkung von PRL zu deuten ist [9]. PRL verstarkt auch in NK-Zellen die IFN-y-
Sekretion und verursacht dadurch in aktivierten NK-Zellen eine gesteigerte spontane
Zytotoxizitdt [61]. Durch die gesteigerte IFN-y-Produktion wéahrend eines

chirurgischen Traumas wird die Aktivierung von Makrophagen hervorgerufen.
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In PRL-stimulierten dendritischen Zellen wurde eine gesteigerte IL-12-Sekretion
gemessen, wodurch ebenfalls die Produktion der Thl-Zytokine wie IFN-y stimuliert

und somit die zellulare Immunitat verstarkt wird [62].
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4.3.

Differenzen zwischen Narkose und Spinalanésthesie

4.3.1. Wirkungen von neuroaxialem Block auf Immunfunktionen

Durch ein spinalanésthesiologisches Verfahren werden neben den sensorischen und
motorischen Nervenfasern auch die sympathischen Nervenfasern blockiert, was den
Abfall der NA-Konzentration im Blut zur Folge hat [3].

In unserer Studie beobachteten wir in beiden Patientengruppen eine postoperativ
erhohte IL-6-Konzentration im Serum, die im Sinne einer Akute-Phase-Reaktion auf
das chirurgische Trauma zu deuten ist. Im Unterschied zur Narkose wurde bei
Patienten mit neuroaxialem Block ein postoperativ signifikanter Anstieg der I1L-12-
Sekretion gemessen. 1L-12 wird sehr frih bei einer Immunreaktion produziert und
induziert die Differenzierung von Thl-Zellen wahrend die Bildung von Th2-Zellen
gehemmt wird [92]. Der IL-12-Anstieg bei Patienten mit SPA konnte durch die
andauernde Sympathikolyse erklart werden, die nach einer Narkose nicht auftritt. Der
immunmodulatorische Effekt dieser Sympathikolyse zeigt sich beispielsweise in einer
verminderten NK-Zellaktivitat nach Einleitung einer Epiduralanésthesie [103].
T-Lymphozyten besitzen wichtige Funktionen bei der zellularen und humoralen
Immunantwort. Durch eine operative Belastung wird das Th1l/Th2-Gleichgewicht
zugunsten der Th2-Zellen verandert, wodurch postoperativ die zellvermittelte
Immunitét unterdriickt und die Antikorper-vermittelte Immunitat begtnstigt wird [20].
Im Gegensatz zur Narkose wurden bei SPA gleich bleibende Th1-Zellzahlen
beobachtet, wodurch abwehrende Immunreaktionen verstarkt und weniger

postoperative Infektionen hervorgerufen wurden [17].

4.3.2. Wirkungen von Narkose und operativem Trauma auf immunologische

Funktionen

Durch viele anasthesiologische Medikamente wird die Funktion immunkompetenter
Zellen sowie die Genexpression und Sekretion inflammatorischer Mediatoren
beeinflusst und dadurch die zelluldre und neurohumorale Immunitét verandert. Diese
modulierenden Effekte der Andsthetika sind in bestimmten kritischen Situationen wie
einer Ischédmie, einer reperfundierten Verletzung oder einem SIRS von Klinischer
Bedeutung [56].
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Dabei werden bei der Narkose insbesondere Opioide analgetisch eingesetzt, durch die
die Schmerziibermittlung gehemmt und dadurch sympathische und endokrine
Reaktionen auf nozizeptive Reize abnehmen. Der genaue Mechanismus, durch den
Opioide Immunfunktionen modulieren, ist noch nicht vollstandig geklart.

Wahrend und nach einer Narkose werden Endotoxine wie LPS durch die
Darmschleimhaut resorbiert und - zumindest bei einfachen chirurgischen Eingriffen -
zum Grofdteil hepatisch eliminiert. Bei Patienten mit ausgedehnten Traumata oder
groReren Operationen entwickelt sich jedoch eine unkontrollierte Sekretion
proinflammatorischer Zytokine, die durch die Opioidsubstitution noch verstarkt
werden konnte [10].

Die Gabe von Opioiden im Rahmen einer Narkose verursachte eine schnelle Erhéhung
der PRL-Konzentration im Serum von Normwerten (<15 ng/ml) auf bis zu 150-250
ng/ml [9, 19]. Die verdnderte Hormonkonzentration ging in diesen Untersuchungen
mit einer verstarkten proinflammatorischen Reaktionslage einher, was sich in einer
vermehrten Sekretion der Zytokine TNF-a, IL-1B und IFN-y und einer verringerten
Ausschittung  von IL-10 andeutete [9]. Die verminderte Sekretion des
antiinflammatorischen 1L-10 nach OP-Beginn konnte Folge der verminderten
Kortisol-Konzentration sein, da Glukokortikoide eine regulatorische Wirkung auf die
IL-10-Produktion besitzen [97]. Steroide induzieren eine ,,Up-Regulation® der
konstitutiven IL-10-Produktion in menschlichen Monozyten [67].

Aufgrund dieser vorangegangenen Studien hatten wir in unseren Untersuchungen
direkt postoperativ verdnderte immunologische Reaktionen im Sinne einer verstarkten
Proinflammation erwartet, die so nicht nachgewiesen werden konnten. Direkt
postoperativ scheint PRL als erster Mediator vermehrt sezerniert zu werden. Die
reduzierte Sekretion sowohl der proinflammatorischen Zytokine TNF-o und IL-6 als
auch des antiinflammatorischen Mediators 1L-10 deuten auf eine Anergie der
Immunzellen unmittelbar postoperativ  hin, die mdglicherweise durch PRL
gegenreguliert wird. Reaktionen, die auf ein Postaggressionssyndrom schlieRen lassen,
waren somit nicht nachweisbar.

In kiirzlichen Studien hat sich herausgestellt, dass PRL als wirksamer Co-Aktivator
der Plattchenaggregation fungiert und eine erhdohte PRL-Konzentration einen
zusétzlichen Risikofaktor fir arterielle und vendse Thrombosen darstellt [94].

In einer Meta-Analyse, die 15 randomisierte Studien verglichen hatte, konnte gezeigt

werden, dass Patienten mit Regionalanésthesie eine reduzierte Ein-Monats-Mortalitat
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und ein signifikant geringeres Risiko einer tiefen Venenthrombose aufwiesen sowie
ein vermindertes Risiko eines akuten postoperativen Verwirrtheitszustandes zeigten
[72, 95]. Parker et al. (2004) werteten 22 Studien mit insgesamt 2567 vorwiegend
weiblichen dlteren Patienten aus und verglichen sie hinsichtlich Regional- und
Intubationsnarkose. Auch hier konnte durch das regionalanasthetische Verfahren ein
reduziertes Risiko fir eine tiefe Venenthrombose nachgewiesen werden (CSE 30 %,
ITN 47 %) [72].

Diese Ergebnisse konnten im Rahmen einer weitere Meta-Analyse von Mauermann et
al. (2006) unterstltzt werden, die den neuroaxialen Block (348 Patienten) mit der
Narkose (330 Patienten) bei elektivem Huftgelenksersatz verglichen: Durch den
neuroaxialen Block wurden statistisch signifikant weniger tiefe Venenthrombosen und
Lungenembolien hervorgerufen. Weiterhin wurden kiirzere Operationszeiten und ein
geringerer intraoperativer Blutverlust bei Patienten mit neuroaxialem Block
beobachtet [63]. Somit scheinen Patienten mit neuroaxialer Andsthesie bessere
Resultate hinsichtlich postoperativer Komplikationen erzielen zu kénnen. Das Risiko
dieser postoperativen Komplikationen hangt maéglicherweise mit der bei Narkose

signifikant hheren PRL-Konzentration zusammen.

4.3.3. Schlussfolgerungen

Die grundlegende Aufgabe der vorliegenden Arbeit beschéftigt sich mit der
Fragestellung, ob es bei den beschriebenen Andsthesieverfahren Unterschiede in der
Wirkung auf immunologische Reaktionen gibt und ob wir diese beobachten kénnen.
Durch Trauma, operativen Eingriff und Anasthesie werden Verdnderungen der
Immunfunktionen hervorgerufen und die Wechselbeziehung zwischen pro- und
antiinflammatorischen Zytokinen beeinflusst.

Bei einer CSE bendtigten die Patienten postoperativ meist erst nach Stunden eine
analgetische Therapie tber den liegenden PDK, wohingegen Patienten mit ITN meist
unmittelbar nach dem Erwachen Opioide erhielten.

Durch Opioide wie Fentanyl und Piritramid (Dipidolor®) wird das Gleichgewicht der
Neuropeptide beeinflusst und dadurch die T-Zell-Funktion verandert.

In unserer Studie konnten wir eine abnehmende Sekretion des antiinflammatorischen
Zytokins IL-10 in beiden Anéasthesiegruppen beobachten. Unmittelbar nach dem

operativen Trauma wurde ebenfalls eine abnehmende Sekretion der
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proinflammatorischen Zytokine TNF-o und IL-6 im Vollblut deutlich, wobei der
TNF-a-Abfall eine mogliche NA-Wirkung darstellen konnte. Bei IL-12 wurden
abweichende Ergebnisse in beiden Narkosegruppen gemessen, da durch die
Sympathikolyse bei CSE ein postoperativer IL-12-Anstieg induziert wurde.

Im Serum stieg die IL-6-Konzentration postoperativ statistisch signifikant, was im
Rahmen einer Akute-Phase-Reaktion auf das operative Trauma zu deuten ist.

In unserer Patientenstudie ist v. a. der postoperative PRL-Anstieg bei Patienten mit
Narkose um ein Vielfaches héher als die postoperative PRL-Zunahme bei Patienten
mit neuroaxialem Block. Schon Hoehe et al. (1988) beobachteten, dass der Einsatz
von Opioiden vorlbergehend eine drastische Erhéhung der PRL-Konzentration im
Plasma bewirkte [41]. Der in mehreren Studien bereits erfasste postoperative Abfall
der Kortisol-Konzentration war direkt postoperativ in unseren Messungen nicht
nachweisbar.

Die in  vorangegangenen  Studien  beschriebene  postoperativ  erhdhte
proinflammatorische Reaktionslage konnte unmittelbar nach der Operation in unseren
Messungen ebenfalls nicht beobachtet werden und somit auch keine Verdanderungen
im Sinne eines Postaggressionssyndroms. Direkt postoperativ scheinen die
Immunzellen in einem anergischen Zustand zu sein, in dem PRL als Hormon der
Gegenregulation wirken kdnnte. Der Organismus befindet sich zu diesem Zeitpunkt in
einem vulnerablen Zustand mit erhdhter Infektions- und Thrombosegefahr. Schon bei
leichtem Infektstatus sollten daher keine elektiven Operationen durchgefihrt werden,
um ein Versagen der immunologischen Kontrollfunktionen zu vermeiden.

Es sind weiterfuhrende Studien notwendig, um den postoperativen Verlauf tber die
unmittelbar postoperative Situation hinaus beurteilen zu kénnen.

Besonders durch eine Opioid-basierte Narkose kdnnte eine gesteigerte postoperative
Sekretion an proinflammatorischen Zytokinen im Verlauf ausgelost werden, die zur

Entstehung postoperativer Komplikationen bis hin zum SIRS fuhren kann.
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5. Zusammenfassung

Diese Arbeit vergleicht zwei Anésthesieverfahren (TIVA und CSE) bei Patienten mit einem
elektiven endoprothetischen Gelenkersatz hinsichtlich immunologischer Veranderungen, die
durch das jeweiligen Betdubungsverfahren hervorgerufen werden.

Durch die Stimulation mit NA in-vitro wurde die Stresswirkung auf Immunzellen imitiert.
Der Katecholaminzusatz fiihrte zu einer verstarkten antiinflammatorischen Wirkung bei
zuruckgedrangter proinflammorischer Komponente.

In der Patientenstudie konnten die erwarteten Verdnderungen der immunologischen
Reaktionen direkt postoperativ nicht nachgewiesen werden. Die durch Narkoseverfahren und
chirurgisches Trauma erwartete verstarkte proinflammatorische Aktivitat konnte unmittelbar
postoperativ nicht gemessen werden. Stattdessen zeigte sich eine nahezu unverdnderte
Zytokinbalance mit sogar verminderter Sekretion sowohl der anti- als auch der
proinflammatorischen Zytokine I1L-10, TNF-a und IL-6 im Vollblut. Die verminderte TNF-a-
Sekretion ist vermutlich als NA-Wirkung zu interpretieren. Die postoperativ erhéhte IL-6-
Konzentration im Serum ist als direkte traumatische Wundreaktion im Sinne einer Akute-
Phase-Reaktion zu deuten.

Bei der Regionalanasthesie wurden postoperativ erhdhte IL-12-Konzentrationen gemessen,
welche am ehesten durch die CSE-induzierte Sympatikolyse hervorgerufen wird, wodurch
zellulare Abwehrfunktionen verstarkt werden.

Interessanterweise konnte bei der Narkose verglichen mit dem neuroaxialen Block eine um
ein Vielfaches hohere PRL-Konzentration direkt postoperativ. gemessen werden. Der
anergische Zustand, in dem sich das Immunsystem unmittelbar postoperativ zu befinden
scheint, wird mdglicherweise durch die gesteigerte PRL-Sekretion gegenreguliert. Das
menschliche Immunsystem befindet sich direkt postoperativ in einem vulnerablen Zustand
mit erhdhter Infektions- und Thrombosegefahr, wodurch sich das erhohte Auftreten
postoperativer Komplikationen wie tiefe Venenthrombose und Lungenembolie bei Narkose
erklaren lasst. Die komplexen Wirkungsmechanismen sind zur Zeit im Detail nicht erklarbar.
Weiterfihrende Studien sind notwendig, um den weiteren postoperativen Verlauf zu
untersuchen.

Es ist jedoch denkbar, dass durch einen verminderten Opioid-Einsatz, wie er durch
erganzende regionalanasthetische Verfahren mdglich wére, das Risiko flr postoperative
Komplikationen bis hin zu systemischen inflammatorischen Reaktionen reduziert werden

kdnnte.
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SchlieBlich ist es zur Interpretation der Ergebnisse wichtig, dass alle beobachteten
Verdnderungen als Summationseffekt durch operatives Trauma und ané&sthesiologisches
Verfahren verstanden werden. Hierbei stellt der Gelenkersatz eine grof3flachige Weichteil-
und Knochenverletzung dar, wodurch eine Beeinflussung der immunologischen Funktionen

resultiert.
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