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1. Einleitung

In zahlreichen Studien wurde nachgewiesen, dass herzchirurgische Opera-
tionen mit Einsatz von extrakorporaler Zirkulation (EKZ) und kardioplegischem
Herzstillstand eine systemische Entziindungsreaktion induzieren (1;2). Diese
systemische Entzindungsreaktion ist Folge der Aktivierung von zellularen
Komponenten des Immunsystems, unter anderem Leukozyten, Thrombozyten
und Endothelzellen, aber auch von Plasma-Protein-Kaskaden, wie dem
Gerinnungs- und dem Komplementsystem (2). Es kommt dabei zu einer
erhdhten Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen (3) und Adhéasions-
molekilen (4), sowie zu einer gesteigerten Produktion von freien Sauerstoff-
radikalen (5). Neben dem Kontakt des Blutes mit den Fremdoberflachen der
Herz-Lungen-Maschine (HLM) spielen Hamodilution, Kardioplegie, Hypo-
thermie sowie die kardiopulmonale ischdmische Reperfusion ebenfalls eine
Rolle bei der Aktivierung des Immunsystems (1;6).

Bei den meisten Patienten bleibt die systemische Immunreaktion ohne
Relevanz fiur den postoperativen Verlauf. Ein geringer Prozentsatz der
Patienten zeigt jedoch eine uberschie3ende Reaktion des Immunsystems,
welche als Postperfusions-Syndrom bezeichnet wird (4;7). Unter diesem in
den 80er Jahren von Kirklin und Westaby gepragtem Begriff werden
Komplikationen wie pulmonale und renale Dysfunktion, hamorrhagische
Diathese, Odeme, Leukozytose, Vasokonstriktion sowie Fieber unklarer
Genese zusammengefasst (8). Seit dem Jahr 1992 wird dieses Krankheitsbild
nach den Richtlinien des American College of Chest Physicians (ACCP) und
der Society of Critical Care Medicine (SCCM) dem Systemic Inflammatory
Response Syndrome (SIRS) zugeordnet (9). Das SIRS ist definiert als das
Auftreten von mindestens zwei der folgenden vier Symptome :

e Hyperthermie > 38 °C oder Hypothermie < 36 °C

e Tachykardie > 90/min

* Atrterieller CO2 Partialdruck < 32 mmHg oder Tachypnoe > 20/min

* Leukozytenzahl im Blutbild < 4000/mm?oder > 12000/mm?oder > 10% der

Leukozyten stabkernige neutrophile Granulozyten



Im Gegensatz zur Sepsis, bei der der Organismus auf pathogene Keime bzw.
deren Produkte reagiert, wird das SIRS durch nichtinfektiose Faktoren wie
Traumen, Verbrennungen oder extrakorporale Zirkulation initiiert (10). Nach
Operationen unter EKZ kann das SIRS als Vorlaufer des postoperativen
Multiorganversagens, welches mit einer hohen Morbiditdt und Mortalitat
verbunden ist, angesehen werden (7).

Vor diesem Hintergrund sollte die Kontaktaktivierung zellularer und
plasmatischer Blutkomponenten als Mitausloser der postoperativen
systemischen Entziindungsreaktion wahrend der EKZ minimiert werden. So
fuhrt z.B. die Erh6hung der Biokompatibilitat verschiedener Bestandteile der
HLM durch Heparin oder Aprotinin zu einer Reduktion der postoperativen
systemischen Entziindungsreaktion (11). Da das Ausmald der Gewebstrauma-
tisierung ebenfalls maf3geblich zur Entziindungsreaktion des Organismus
beitragt (12) sind minimal invasive Operationsverfahren auch fur herz-
chirurgische Eingriffe entwickelt worden. Fur die minimal invasive
Bypasschirurgie Uber eine kleine anterolaterale Thorakotomie (Minimally
Invasive Direct Coronary Artery Bypass, MIDCAB) konnte in diesem
Zusammenhang bereits eine Reduktion der inflammatorischen Antwort im
Vergleich zu singuldren Bypassoperationen mit medianer Sternotomie
aufgezeigt werden (13). Des Weiteren sehen viele Autoren einen Vorteil im
Wegfall der EKZ bei sogenannten off-pump Operationen (6;14;15). Die erste
koronare Bypassoperation ohne HLM wurde 1964 von Kolessov in St.
Petersburg durchgefiihrt (16). Eine weitere Serie von koronarchirurgischen
Eingriffen ohne HLM wurde 1975 von Trapp et al. vorgestellt (17). Nach
Jahren fehlender Standardisierung der Operationsmethode wird die off-pump-
Technik in den letzten Jahren wieder zunehmend zur Versorgung
Koronarkranker eingesetzt. Dazu hat unter anderem die Weiterentwicklung
spezieller Instrumentarien sowie die Madoglichkeit der mechanischen
Stabilisierung der myokardialen Oberflache beigetragen (18). Weitere Vorteile
der Bypassoperation ohne HLM stellen der Verzicht auf Cardioplegie,
Hypothermie und globale kardiopulmonale Ischdmie und Reperfusion sowie
die Minimierung des Blutkontakts mit Fremdoberflachen dar (6). Dartber



hinaus ist die Manipulation am rechten Vorhof geringer, wodurch die Inzidenz
von postoperativem Vorhofflimmern reduziert wird (19). Ferner werden durch
die geringere Heparinisierung und den Wegfall der Hamodilution
Blutungskomplikationen und Transfusionsbedarf vermindert (19). Viele
Autoren sehen den Vorteil der off-pump-Methode vor allem bei Patienten mit
erhohtem operativem Risiko (6;20;21). Dazu zahlen Patienten in fort-
geschrittenem Alter (> 70 Jahre), Patienten mit Begleiterkrankungen wie
vorbestehender Niereninsuffizienz, respiratorischer Insuffizienz oder System-
erkrankungen wie Diabetes mellitus sowie Patienten, die sich einem Re-
Eingriff unterziehen missen. Dem gegenuber steht die Meinung, dass
weniger die HLM, sondern lUberwiegend das chirurgische Trauma an sich zur
Entzindungsantwort des Organismus fuhrt (22-24), da das Ausmald der
Gewebstraumatisierung malf3geblich zur entzindlichen Reaktion des
Organismus beitragt. Diese Hypothese wird durch die Beobachtung, dass
auch andere grofRe chirurgische Eingriffe eine systemische Entziindungs-
reaktion induzieren, gestutzt (12).

Neben dem Kontakt des Blutes mit den Fremdoberflachen der HLM werden
Ischdmie- und Reperfusionsvorgénge als der Hauptausléser des SIRS nach
extrakorporaler Zirkulation angesehen (1;6). Die durch Ischdmie und
Reperfusion ausgelosten mikrovaskularen  Schadigung beruht  auf
Interaktionen zwischen aktivierten polymorphkernigen neutrophilen Granulo-
zyten (PMN) und aktivierten Endothelzellen (25), sowie auf der daraus
folgenden gesteigerten Expression von leukozytdren und endothelialen
Adhésionsmolekilen. Diese zellularen Interaktionen fuhren zu Adhasion und
transendothelialer Migration von zirkulierenden Leukozyten ins Gewebe (26).
Fur eine feste Adhasion von neutrophilen Granulozyten an Endothelzellen
spielt vor allem die Bindung von leukozytarem CR3 (CD11b/CD18) an
endotheliales ICAM-1 eine wichtige Rolle (27). Die darauf folgende
transendotheliale Migration wird unter anderem Uber das auf vaskuléren
Endothelzellen exprimierte PECAM-1 vermittelt (28). HNA-2a, ein auf
neutrophilen Granulozyten exprimierter Oberflachenrezeptor, dessen genaue
Funktion noch nicht geklart ist, bindet an PECAM-1 und fordet so die



Migration von PMN durch die Endothelbarriere ins Gewebe (29). Dort setzen
PMN neben Zytokinen und Leukotrienen (30) auch Superoxide und
lysozymale Enzyme wie Elastasen und Kollagenasen frei. Letztere flhren
Uber eine direkte endotheliale Schadigung zu einer Erhéhung der kapillaren
Permeabilitdt und somit zu einer Extravasation von Flussigkeit ins Gewebe
(8). Insgesamt wird die Aggregation und Degranulation von PMN in der
Mikrozirkulation diverser Organgewebe als Schlisselereignis in der
Pathogenese des SIRS mit Multiorganversagen (MOV) angesehen (31).
Somit kénnten Expressionsveranderungen von HNA-2a im Verlauf von ACVB-
Operationen unter Verwendung der EKZ einen spezifischen Parameter zur
Quantifizierung der neutrophilen Granulozyten bzw. der granulozytar
vermittelten Gewebeschaden bei Ischamie- und Reperfusionsvorgangen

darstellen.

1.1 Polymorphkernige neutrophile Granulozyten (PMN)

Neutrophile Granulozyten stellen mit 55-60% der zirkulierenden Leukozyten
die groRte Untergruppe der weil3en Blutkérperchen dar. Neben dem
Komplementsystem als humoraler Komponente zahlen sie als zellularer
Bestandteil des Mononukledren-Phagozytose-Systems (MPS) zum un-
spezifischen Abwehrsystem (32). Neutrophile Granulozyten entwickeln sich
unter dem Einfluss von hadmatopoetischen Wachstumsfaktoren, wie G-CSF,
aus myeloischen Stammzellen des Knochenmarks und werden in den
Blutkreislauf freigesetzt (33). Die im Blut zirkulierenden PMN kommen
besonders in Kapillargebieten mit verminderter Blutflussgeschwindigkeit mit
den Endothelzellen der BlutgeféRe in Kontakt. Die Interaktion der PMN mit
dem Endothel erfolgt in drei Teilschritten: Rolling, Adhasion und
Transmigration (Abbildung 1). Fir den initialen Kontakt sind die sogenannten
Selektine, eine spezielle Gruppe von Adhasionsmolekilen, verantwortlich. Sie
bewirken eine Bindung zwischen den im Blut stromenden neutrophilen
Granulozyten (L-Selektin) und Endothelzellen (P-Selektin, E-Selektin). Das L-
Selektin (CD62L) ist in diesem Zusammenhang fur die initiale Bindung der
PMN an das Endothel von besonderer Bedeutung (34). Diese initiale Bindung



induziert eine rollende Bewegung der PMN entlang der Endothelbarriere,
welche durch Interaktion mit vom Endothel exprimiertem P-Selektin und E-
Selektin abgebremst wird. Das darauf folgende feste Anhaften der aktivierten
neutrophilen Granulozyten an die Endothelzellen wird Uber leukozytare [3,-
Integrine (CD11b/CD18) und endotheliale Adhasionsmolekile (ICAM-1,
ICAM-2, VCAM-1, PECAM-1) vermittelt. AnschlieRend beginnen die PMN mit
der trans- und parazellularen Migration durch die Endothelbarriere, wodurch
es zur Extravasion der neutrophilen Granulozyten in das Entziindungsgebiet
kommt. Dabei kdnnen neutrophile Granulozyten aktiv in Richtung eines
Stimulus wandern, der von bakteriellen Toxinen, Zytokinen wie Interleukin-8

oder aktivierten Komplementkomponenten wie C3a und C5a, ausgeht (35).
Rollen Adhasion Transmigration

L-Selectin

.f"f_‘“\ ch/cpig PECAM-1

P-Selectin ICAM-1, ICAM-2 PECAM-1
E-Selectin VCAM-1 VCAM-1, VCAMN -2

Abbildung 1: Interaktion von neutrophilen Granulozy ten und Endothelzellen durch

Expression von Adhasionsmolekilen nach Aktivierung (36)

Damit ein Mikroorganismus von den PMN als korperfremd erkannt werden
kann, wird er zuvor als ,pathogen“ markiert, indem sich sogenannte
Opsonine, wie Komplementfragmente oder Akut-Phase-Proteine, an die
Oberflache der Mikroorganismen binden. Im Anschluss an diesen als
Opsonisierung bezeichneten Prozess kénnen Mikroorganismen dann an IgG-
oder Komplementrezeptoren auf der Oberflache der neutrophilen
Granulozyten gebunden und anschlielend phagozytiert werden (37).
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Entsprechend ihrer Funktion als Phagozyten produzieren aktivierte
neutrophile Granulozyten ebenfalls eine Vielzahl chemotaktisch und
zytotoxisch wirkender Substanzen (38). So induzieren Lipopolysaccharide
und einige Interleukine wie IL-1 und IL-2 die Freisetzung zahlreicher
Entzindungsmediatoren, wie z. B. IL-1, IL-6 und IL-8 durch neutrophile
Granulozyten (39;40). Die Granula der neutrophilen Granulozyten enthalten
ferner Proteasen, Myeloperoxidase, Lysozym sowie reaktive Sauerstoff-
metabolite. Durch Freisetzung dieser Stoffe werden die phagozytierten
Mikroorganismen intrazellular abgetotet und lysiert. Obwohl die Zellzerstérung
intrazellular erfolgt, kann die inadaquate Freisetzung zytotoxischer Molekule
in die extrazellulare Matrix zu Gewebsschéden fuhren (41). Nach Verdauung
des phagozytierten Materials wird dieses aus der Zelle nach aul3en sezerniert
und die Apoptose des Phagozyten induziert (42). Neutrophile Granulozyten
spielen somit eine wichtige Rolle in der primaren Immunantwort bei
systemischen Entzindungsreaktionen. lhre Aktivierung aufgrund des
Einsatzes der Herz-Lungen-Maschine wird als bedeutender Faktor bei der
Entstehung des SIRS sowie der SIRS-assoziierten Dysfunktionen
lebenswichtiger Organe wie Lunge und Niere angesehen (43). Die
Anreicherung von Granulozyten im Lungengewebe verbunden mit der
Freisetzung von Proteasen und der folgenden Zerstérung des
Lungenparenchyms gilt als wichtiger pathogenetischer Faktor bei der
Entstehung des Acute Respiratory Distress Syndroms (ARDS) (15;43).

1.2 Granulozytare Oberflachenrezeptoren

1.2.1 CD11b

Der Oberflachenrezeptor CD11b gehort zur Molekllklasse der Integrine.
Integrine zahlen zusammen mit den Selektinen und den Immunglobulinen zur
Gruppe der zellularen Adhasionsmolekile (Cellular Adhesion Molecules =
CAM) (44). Adhasionsmolekile vermitteln eine direkte Bindung an andere

Zellen und extrazellulare Matrixmoleklle. Sie dienen dem Austausch von
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Informationen und koénnen durch ihre Adhasion eine Anderung der
Genexpression und des Zellphanotyps bewirken (45). Die Up- und
Downregulation der Adhasionsmolekile erfolgt Gberwiegend im Zusammen-
spiel mit lokal sezernierten Mediatoren (46). Die Bindung an Integrine stellt fur
die Leukozytenfunktion einen entscheidenden Vorgang dar. Integrine sind
Glykoproteine der Zellmembran und steigern die Adhéasionsfahigkeit an
Endothelzellen der Blutkapillaren, den Gefal3austritt, die Migration sowie die
Interaktion mit Zielzellen (47). Bei der Ubertragung mechanischer Krafte und
biochemischer Signale zur Plasmamembran sind Integrine gleichzeitig
Bindeglied in Signalkaskaden und grundlegende Regulatoren von
Signaltransduktion und Zellfunktion (48). Chemisch betrachtet bestehen
Integrine aus einer a- und einer B-Untereinheit, die miteinander verbunden
sind. Beide Untereinheiten gehéren zu den Typ | transmembranen
Glykoproteinen und stehen intrazytoplasmatisch mit dem Zytoskelett in
Verbindung (48). Entsprechend der (3-Untereinheiten werden die Integrine in
Subfamilien unterteilt (49). Zu den (2(CD18)-Integrinen gehdren drei
Rezeptoren mit jeweils unterschiedlichen a-Ketten (50), darunter das Integrin
MAC-1a (membran-attack-complex) auch CD11b/CD18 oder CR3 genannt.
Dieser Rezeptor wird von myeloiden Zellen und NK-Zellen exprimiert (51) und
vermittelt Uber die Bindung an ICAM-1 die Leukozytendhasion am
Gefallendothel sowie die Migration von PMN ins Gewebe (25). Wichtige
Liganden von CD11b sind Komplementproteine. Schon geringe Mengen des
Komplementfaktors iC3b fihren nach Bindung an CD11b zu einer Steigerung
der Phagozytose, einem Anstieg des oxidativen Burst sowie zu einer erhéhten
Freisetzung von Enzymen aus der intrazellularen Granula der neutrophilen
Granulozyten (37;52). Bei dieser Aktivierung wird eine Freisetzung und
Translokation von praformierten Komplementrezeptoren aus der intra-
zellularen Granula an die Zelloberflache der neutrophilen Granulozyten
beobachtet (53). Im Vergleich zu ruhenden Zellen kommt es dabei zu einer
signifikant erhohten Exprimierung von CD11b (54). Durch Bindung von
CD11b an endotheliales ICAM-1 wird die Adh&sion am Endothel vermittelt.

Diese Interaktion zwischen Endothel und neutrophilen Granulozyten wird
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unter anderem fir den Reperfusionsschaden nach CPB verantwortlich
gemacht und ist mal3geblich an der Entstehung des Acute Respiratory
Distress Syndroms beteiligt (25;55).

1.2.2 CD35

CD35, oder auch Complementrezeptor 1 (CR1) genannt, ist ein polymorphes
Membranglykoprotein das aus einer Polypeptidkette besteht (56). Es spielt
eine wichtige Rolle bei der Verarbeitung von Immunkomplexen sowie der
Regulation der Immunantwort (57). Des Weiteren stellt CD35 &hnlich wie
CD11b einen wichtigen Oberflachenrezeptor fur die Phagozytose dar (53;58),
indem es Uber transmembrane Aktivierungsprozesse die Aufnahme von
potentiell pathogenen Immunkomplexen durch neutrophile Granulozyten
erhoht (59). AulRer auf neutrophilen Granulozyten wird CD35 auch auf der
Oberflache von Erythrozyten, Monozyten, Makrophagen und B-Zellen
exprimiert (51;56). CD35 vermittelt Uber spezifische Oberflachenproteine die
Bindung der Komplementfaktoren C3b und C4b an die zu phagozytierenden
Partikel (60) und initiiert dadurch die Phagozytose (51). Ferner kann CD35 die
Synthese und Funktion der C3/C5-Konvertase beeinflussen und somit die
Komplementaktivierung tUber den klassischen und auch tber den alternativen
Weg hemmen (61). Nach der Aktivierung von neutrophilen Granulozyten
durch chemotaktische Faktoren wird die Expression von CD35 auf der
Zelloberflache signifikant gesteigert (54). Wie bereits fur CD11b dargestellt
werden dabei praformierte CD35-Rezeptorproteine aus der intrazellularen
Granula auf die Plasmamembran transferiert (56). Auch wenn bislang unklar
ist, ob CD35 direkt interzellulare Signaltransduktonsketten initiiert, gilt die
Interaktion mit CD11b und Fc-Rezeptoren, die fahig sind, intrazellulare
Signalkaskaden zu aktivieren, als gesichert (59).

1.2.3CD16
CD16, auch HNA-1 oder Fcy-RIlI-Rezeptor genannt, gehort zur Gruppe der
Fcy-Rezeptoren und wird im Regelfall auf mehr als 85% der PMN prasentiert

(50). Fcy-Rezeptoren sind transmembranare Glykoproteine, die IgG-
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opsonierte Partikel oder Erreger spezifisch binden. Auf neutrophilen
Granulozyten werden drei verschiedene Rezeptoren fir die Fc-Region von
IgG exprimiert: Fcy-RI (CD64), Fcy-RIl (CD32) und Fcy-RIll (CD16) (50;62).
CD16 (Fcy-RIIl) ist der am haufigsten exprimierte Fcy-Rezeptor auf
neutrophilen Granulozyten und bindet IgG-Komplexe mit niedriger Affinitat
(63). Durch die Bindung des Fc-Fragments am CD16-Rezeptor werden
iberwiegend Ca**-abhangige intrazelluldre Signaltransduktionskaskaden
aktiviert, die zu Aufnahme und Vernichtung des Bakteriums durch den
Granulozyten fuhren (37). Neben polymerem IgG bindet CD 16 auch IgG-
Komplexe. Kommt es durch Bindung von IgG-Immunkomplexen zu einer
Quervernetzung von IgG-Rezeptoren, triggern diese eine Vielfalt an
Effektorfunktionen, wie Phagozytose, antikérperabhangige zellulare
Zytotoxizitdt, Freisetzung von Entzindungsmediatoren, Clearance von
Immunkomplexen und die Regulation der Antikérperproduktion (64). Somit
vermitteln die Fcy-Rezeptoren ein wichtiges Feedback zwischen dem
humoralen und dem zellularen Teil des Abwehrsystems (65). Bei der
Induktion von Phagozytose und oxidativem Burst wirken CD16 und CD11b
synergistisch (66). Nach der Stimulation neutrophiler Granulozyten mit f-MLP
wurde eine gesteigerte Expression von CD16 beobachtet (67). Bei schweren
Infektionen, wie z.B. der Sepsis, sowie nach der Gabe von G-CSF nimmt die
CD16-Expression hingegegen ab (68;69). CD16 wird in sekretorischen
Vesikeln, die als intrazellularer Pool dienen, gespeichert (70) und aul3er auf

PMN auch auf Makrophagen und NK-Zellen exprimiert (51).

1.2.4 HNA-2a

HNA-2a ist ein 56 kDa bis 62 kDa grof3es Plasmamembranglykoprotein (71),
welches 1971 erstmals im Rahmen einer durch HNA-2a-Antikdrper
ausgelosten neonatalen Immunneutropenie entdeckt wurde (72). Die dabei
initial eingesetzte Bezeichnung NB1 wurde im Jahr 2002 durch die
Bezeichnung Human-Neutrophil-Antigen-2a (HNA-2a) aktualisiert sowie im
Rahmen der Aufnahme in das Cluster-of-Differentiation-Schema durch die
Bezeichnung CD177 erganzt (73). HNA-2a ist zusammen mit dem CD16-
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Rezeptor die starkste immunogene Struktur der Granulozytenmembran (74)
und ist ebenso wie CD16 Uber einen Glycosylphosphatidylinositol-Anker mit
der Zellmembran verbunden (75). HNA-2a ist sowohl auf der Zellmembran als
auch intrazellular in kleinen Vesikeln und Granula lokalisiert (71) und wird nur
auf neutrophilen Granulozyten und deren Vorlauferzellen exprimiert (76).
Charakteristisch fur dieses Antigen ist eine heterogene Expression, so dass in
einem Individuum Subpopulationen von neutrophilen Granulozyten vorliegen,
die HNA-2a exprimieren und solche, die es nicht tun (74). Der Anteil der
exprimierenden Zellpopulation schwankt interindividuell von 0-100% (71).
HNA-2a wird bei bei 88-97% der gesunden Individuen auf allen oder einem
Teil der neutrophilen Granulozyten exprimiert (75;77) und scheint Uber die
Bindung an Plattchen-Endothelzell-Adhasionsmolekil-1 (PECAM-1) eine
Rolle bei der Granulozytentransmigration zu spielen (29). Auch wenn die
genaue Funktion von HNA-2a noch unklar ist, wird eine Rezeptorfunktion
vermutet (71;74). Nach Stimulation mit f-MLP kann eine gesteigerte HNA-2a-
Expression auf neutrophilen Granulozyten und durch Antigen-Antikorper-
Bindung eine Aktivierung des oxidativen Burst beobachtet werden (71;78).
Weiterhin ist ein Anstieg der Expression nach G-CSF Stimulation und bei
schweren bakteriellen Infektionen beschrieben (79). Ferner kdnnte HNA-2a
eine Rolle bei der Aktivierung von neutrophilen Granulozyten durch ANCAs
bei der Wegenerschen-Granulomatose spielen. Die Uberexpression an HNA-
2a-mRNA gilt als Biomarker fur Polycytamia vera sowie fur die essentielle
Thrombozytamie (80). Antikbrper gegen HNA-2a konnen zahlreiche
Erkrankungen hervorrufen, wie Immunneutropenien nach Knochenmark-
transplantationen (81) oder das sogenannte Transfusion Related Acute Lung
Injury (TRALI) (82). Im Falle des TRALI beruht die Pathogenese auf der
erschwerten Lungenpassage der durch HNA-2a-Antikdrper aktivierten PMN.
Die in den Lungenkapillaren adharenten Granulozyten setzen Sauerstoff-
radikale sowie Enzyme frei, welche die Endothelzellen schadigen. Dadurch
wird die Kapillarpermeabilitat erhéht und es folgt ein Plasmaausstrom mit

resultierendem Lungentdem (83).
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Im Rahmen von Ischdmie- und Reperfusionsvorgdngen zeigen sich
endothelial-leukozytare Interaktionen auf molekularer und zellularer Ebene,
welche eine entscheidende Bedeutung flr den spéteren Reperfusions-
schaden des Gewebes besitzen (84). In diesem Zusammenhang kénnte die
durch Bindung von HNA-2a an PECAM-1 vermittelte Granulozytentrans-
migration eine wichtige Rolle bei den durch Leukozyten vermittelten
Reperfusionsschaden nach ACVB-Operationen spielen.

1.3 Das Komplementsystem

Wie bereits oben kurz dargestellt, besitzt das Komplementsystem eine
besondere Bedeutung fur die Aktivierung neutrophiler Grnaulozyten. Es ist
Teil der unspezifischen humoralen Immunabwehr und besteht aus
verschiedenen Aktivator- und Plasmaproteinen, die ein multifaktorielles
Kaskadensystem bilden. Das Komplementsystem stellt ein wichtiges
Bindeglied zwischen humoraler und zellularer Aktivierung des Immunsystems
dar. Bei der Komplementaktivierung werden zwei Wege unterschieden
(Abbildung 2). Der klassische Reaktionsweg, bei dem die Komplement-
faktoren spezifisch Uber Antikdrper aktiviert werden, gliedert sich in die drei
Phasen: ,Erkennung® (Clqg, C1r, C1s), ,Aktivierung® (C4, C2, C3) und
.Zytotoxischer Angriff* (C5-C9) (32). Der alternative Weg umgeht die ersten
Komplementkomponenten und aktiviert das System auf der Stufe von C3. C3
ist eine der wichtigsten Komplementkomponenten, da hier der alternative und
der klassische Weg zusammenlaufen und sich zur zytolytischen Angriffsphase
vereinigen. Bei seiner Aktivierung zerfallt C3 in die biologisch aktiven
Bruchstiicke C3a und C3b. C3b induziert unter anderem die Margination und
Aggregation von Leukozyten in Entziindungsgebieten (32;85). Beiden
Aktivierungswegen gemeinsam ist die Entstehung von so genannten
Anaphylatoxinen wie C3a und Cba. Die Anaphylatoxine fiilhren zu einer
Verdnderung der GefaBpermeabilitat, zu einer Kontraktion glatter
Muskelzellen, zur Chemotaxis neutrophiler Granulozyten sowie zur
Degranulation von Phagozyten und vermitteln so wichtige Elemente einer

Entziindungsreaktionen (86).
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Das Komplementsystem stellt einen Haupteffektor des nach EKZ
beobachteten Reperfusionsschadens dar (87). Dabei wird die Komplement-
kaskade bedingt durch Ischdmie und Reperfusion sowohl Uber den

klassischen als auch tber den alternativen Weg aktiviert (88).

klassischer Aktivierungsweg: alternativer Aktivierungsweg:
Antigen-AntikGrper-Komplexe Mikroorganismen
Lipopolysaccharide (LPS)
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Abbildung 2: Das Komplementsystem ( 89)
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1.4 Zielsetzung der Studie

Traumen, chirurgische Eingriffe  und insbesondere herzchirurgische
Operationen unter Verwendung der Herz-Lungen-Maschine induzieren eine
systemische Entziindungsantwort des Organismus (10). Diese fuhrt neben
einer Aktivierung verschiedener Plasma-Protein-Kaskaden auch zur
Stimulation von zellularen Komponenten des Immunsystems (2). Dabei spielt
insbesondere die Aktivierung von neutrophilen Granulozyten eine wichtige
Rolle in der primaren Immunantwort dieser systemischen Entziindungs-
reaktion (90).

Die vorliegende Arbeit hatte das Ziel, die Wertigkeit von HNA-2a als Marker
der Aktivierung von neutrophilen Granulozyten bei herzchirurgischen
Eingriffen zu untersuchen. Wahrend Oberflachenrezeptoren wie CD11b,
CD16 oder CD35 als Marker der Granulozytenaktivierung bereits hinreichend
untersucht sind, existieren fur HNA-2a kaum Studien Uber die Aussagekraft
beziuglich der Neutrophilenaktivierung. HNA-2a wird intrazellular in
sekundaren Granula gespeichert (71), so dass die Expression durch
Verlagerung an die Zelloberflache schnell hochreguliert werden kann. Des
Weiteren wird HNA-2a im Gegensatz zu CD11lb, CD16 und CD35
ausschlie8lich auf neutrophilen Granulozyten und deren Vorlauferzellen
exprimiert (76), was HNA-2a zu einem spezifischeren Parameter bezuglich
der Aktivierung von neutrophilen Granulozyten werden lasst. Untersucht
werden soll in dieser Studie, ob sich durch die Bestimmung der HNA-2a-
Expression die CPB-induzierte PMN-Aktivierung einfacher und schneller
quantifizieren lasst, da dies in zukinftigen Studien den Nachweis der
Neutrophilenaktivierung vereinfachen konnte. Da die Funktion von HNA-2a
weiterhin unklar ist, soll diese Studie dazu beitragen die Funktion des HNA-
2a-Rezeptors aufzuklaren.

Die Expression des Oberflachenrezeptors HNA-2a wurde in der vorliegenden
Arbeit zu funf verschiedenen Zeitpunkten intra- und postoperativ bei ACVB-
Operationen mit und ohne EKZ durchflusszytometrisch bestimmt und mit der
Expression der im Rahmen des Granulozytenaktivierung bereits etablierten
Oberflachenrezeptoren CD11b, CD16 und CD35 verglichen. Zugrunde lag die
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Fragestellung, ob auch HNA-2a sich als Marker fur die Aktivierung von
neutrophilen Granulozyten eignet und inwieweit sein Aktivierungsmuster mit
demjenigen der etablierten Marker vergleichbar ist.

Eine erganzende Fragestellung in dieser Studie war, ob sich ein Unterschied
in der Expression der untersuchten Oberflachenrezeptoren zwischen der on-

und off-pump Gruppe nachweisen lasst.
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2. Material und Methoden

2.1 Patienten

Untersucht wurde Blut von 27 mannlichen Patienten, die sich einer elektiven
aortokoronaren Bypass-Operation (ACVB) mit bzw. ohne EKZ unterziehen
mussten. Die Patienten wurden Uber Inhalt, Vorgehensweise und Unter-
suchungsziel der Studie aufgeklart und nach schrifticher Einver-
standniserklarung in die Studie aufgenommen. Die Studie wurde von der
zustandigen Ethikkommission begutachtet und genehmigt (Antragsnummer
53/02).

2.2 Gruppeneinteilung

Die Patienten wurden anhand des Operationsverfahrens in zwei Gruppen
eingeteilt:

Gruppe 1 (n =18)

Dieser Gruppe wurden alle on-pump operierten Patienten zugeordnet.
Gruppe 2 (n=9)

Dieser Gruppe wurden alle off-pump operierten Patienten zugeteilt.

2.3 Ausschlusskriterien

Um eine vorbestehende Veranderung der Stoffwechselaktivitat von
neutrophilen Granulozyten auszuschlie3en, wurden folgende Ausschluss-
kriterien festgelegt:

- Nikotinkonsum

- Immunsuppressive Therapie (Kortikosteroide, Methotrexat)

- akute oder chronische Infektionen (CRP praoperativ > 20 mg/dl)

- Autoimmunerkrankungen

2.4 Anasthesieverfahren
Das Anasthesieverfahren sowie das intraoperative Monitoring (EKG, invasiver
Blutdruck, Temperatur, Einfuhr/Ausfuhr, periphere Sauerstoffsattigung, end-

expiratorisches CO,, Blutgase, Labor, ZVD, PAP, TEE) waren fur alle
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Patienten standardisiert. Praoperativ erhielten die Patienten 2mg
Flunitrazepam und 30mg Morphin p.o. Die Einleitung der Narkose erfolgte mit
5mg Midazolam und 0,3-0,4ug/kg KG Sufentanil. Die Relaxierung zur
Intubation wurde mit 0,1mg/kg KG Pancuroniumbromid erreicht. Nach der
Einleitung erhielten die Patienten zur perioperativen antibiotischen Prophylaxe
2g Cephazolin als Kurzinfusion. Die Anasthesie wurde mit der Gabe von
Propofol (2-4mg/kg/h) und Sufentanil (0,2-0,4pg/kg KG repetitiv bedarfs-
adaptiert) aufrechterhalten. Zur Muskelrelaxation bekamen die Patienten
Pancuroniumbromid (0,1mg/kg KG repetitiv bedarfsadaptiert). Die Beatmung
erfolgte  volumenkontrolliert mit einem PEEP von 5mmHg. Die
Flissigkeitssubstitution erfolgte mit der Gabe von Ringer-L6ésung. Bei Bedarf
wurde die Volumengabe mit Hydroxyathylstarke 10% oder Erythrozyten-
konzentraten erganzt. Das perioperative hAmodynamische Monitoring erfolgte
Uber einen Swan-Ganz-Einschwemmkatheter und Uber eine invasive arterielle
Blutdruckmessung. Der mittlere arterielle Druck wurde wahrend der Zeit am
Bypass bei Bedarf mit Katecholaminen tber 50mmHg gehalten, ansonsten

wurde ein Wert von tber 70mmHg angestrebt.

2.5 Chirurgische Verfahren

Bei beiden Verfahren war die mediane Sternotomie der Zugangsweg zum
Operationsgebiet. Nach Durchtrennung des Sternums wurde, wenn
anatomisch moglich, die Arteria thoracica interna auf der linken Seite
prapariert und mit dem Ramus interventricularis anterior anastomosiert.
Erganzend wurden Venen aus dem Unterschenkel entnommen und fir 1-4
weitere Bypasse verwendet. Nach Fertigstellung der Anastomosen wurden
vor dem Sternum- bzw. Wundverschluss eine intraperikardiale sowie eine
retrosternale Drainage eingelegt. War perioperativ eine Eréffnung der Pleura

erfolgt, so wurde auch hier eine Drainage eingelegt.
2.5.1 Aortokoronare Bypassoperation mit extrakorpor aler Zirkulation

Die Herz-Lungenmaschine wurde mit 2300ml Priminglédsung (2000ml

Ringerldsung, 250ml Humanalbumin 5%, 50ml NaCl) gefillt. Kurz vor
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Anschluss des Patienten an die HLM wurde die aktivierte Gerinnungszeit
(ACT) durch die Gabe von Heparin (300IE/kg) auf 480sec oder daruber
eingestellt. Die Antikoagulation wurde wahrend des gesamten Eingriffs
Uberwacht und bei Werten von weniger als 480sec wurden zusatzlich
100IE/kg gegeben. Der kardiopulmonale Bypass begann nach Kanilierung
der Aorta und des rechten Vorhofs. Es wurden Membranoxygenatoren
(Jostra, Hirrlingen, Germany; Dideco, Minchen, Germany) und nicht-pulsatile
Rollerpumpen (Stockert, Minchen, Germany) eingesetzt. Die Flussrate lag
wahrend des gesamten Bypasses bei 2,4 I/min/m?. Die Kérpertemperatur des
Patienten wurde zwischen 33°C und 34°C in moderater Hypothermie
gehalten. Die Myokardprotektion wurde mit einer Cardioplegieldsung
(Blutkardioplegie nach Buckberg) gewahrleistet. Nach Beendigung des
Bypasses wurde mit Hilfe von 1IE Protamin pro IE Heparin die Anti-

koagulation aufgehoben.

2.5.2 Aortokoronare Bypassoperation ohne extrakorpo rale Zirkulation

Diese Operation wurde am schlagenden, normothermen Herz durchgefihrt.
Zur Stabilisierung des jeweils zu operierenden Gebietes wurde ein Octopus-
System (Medtronic, Dusseldorf, Germany; Guidant, Giessen, Germany)
verwendet. Die Stabilisierung wird bei diesem System durch einen Unterdruck
an kleinen Saugnapfen erreicht, welche sich an zwei gegenuberliegenden
Plattformen befinden. Diese Plattformen werden entlang der zu operierenden
Herzkranzarterie aufgesetzt, das Epikard durch den Unterdruck leicht
angehoben und somit zur Anastomosierung fixiert. Kurz vor der ersten
Anastomose erhielten die Patienten 100IE/kg Heparin, um die ACT auf Gber
250sec zu bringen. Nach der letzten Anastomose wurde die Blutgerinnung mit

1IE Protamin pro Einheit Heparin wieder normalisiert.

2.5.3 Postoperative Betreuung
Alle Patienten wurden nach Beendigung der Operation zur weiteren
Uberwachung intubiert und beatmet auf die chirurgische Intensivstation

verlegt. Es erfolgte ein kontinuierliches Monitoring von Herzfrequenz, MAP,
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ZVD, PAP, Temperatur und Diurese sowie regelmaRige Blutgasanalysen. Bis
zum Erreichen der Normothermie erfolgte die Analgesie mit Dipidolor
(0,1mg/kgKG) und bei Bedarf eine Sedierung mit Propofol (2-4mg/kgKG/h).
Die Entwdhnung vom Respirator wurde durchgefiihrt, sobald der Patient
hamodynamisch stabil, wach und kooperativ war, Spontanatmung zeigte,
sowie einen Oxygenierungsindex von mehr als 200 bei einer FiO, < 0,4 hatte.
Nach der Extubation wurde die Analgesie mit Dipidolor (0,1mg/kgKG) und
erganzend mit 1g Paracetamol i.v. alle 6h fortgefihrt. Bei komplikationslosem
postoperativem Verlauf wurden die Patienten am Folgetag auf die

Normalstation verlegt.

2.6 Messzeitpunkte

Die Blutproben wurden zu folgenden Abnahmezeitpunkten entnommen:

Gruppe 1 (on-pump):

1. Abnahmezeitpunkt: vor der Narkoseeinleitung

2. Abnahmezeitpunkt: 20 Minuten nach Beginn der EKZ
3. Abnahmezeitpunkt: OP-Ende

4. Abnahmezeitpunkt: 6 Stunden nach Beginn der EKZ
5. Abnahmezeitpunkt: 24 Stunden postoperativ

Gruppe 2 (off-pump):

1. Abnahmezeitpunkt: vor der Narkoseeinleitung

2. Abnahmezeitpunkt: vor der ersten Anastomose

3. Abnahmezeitpunkt: OP-Ende

4. Abnahmezeitpunkt: 6 Stunden nach der ersten Anastomose

5. Abnahmezeitpunkt: 24 Stunden postoperativ
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2.7 Messparameter

Folgende Parameter wurden erhoben:

2.7.1 Durchflusszytometrische Parameter

Mittels der Durchflusszytometrie wurde die Expression der Oberflachen-

rezeptoren CD11b, CD16, CD35 und HNA-2a bestimmt.

2.7.2 Biometrische Daten

Messgrofe Einheit
GroRe [cm]
Gewicht [ka]
Alter [Jahre]

Tabelle 1: MaRReinheiten der biometrische Daten

2.7.3 Laborchemische Parameter

Messparameter

Einheit

\

flesszeitpunkt

Leukozytenzahl

[giga/l]

vor der OP

1. Tag post OP

2. Tag post OP

CRP

[mg/dl]

vor der OP

1. Tag post OP

2. Tag post OP

Hamoglobin

[g/d]

intraoperativ

postoperativ

Tabelle 2: Maleinheiten der laborchemischen Parameter

2.7.4 Perioperative Daten

Messgrofie Einheit Messzeitpunkt

OP-Dauer (Schnitt-Naht-Zeit) [min]

Anzahl der Bypasse Absolut

Intubationszeit [h]

EK-Gaben a 300ml |intraoperativ
postoperativ

FFP-Gaben a 200ml |intraoperativ
postoperativ

Tabelle 3: MaRReinheiten der perioperativen Daten
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2.7.5 Liegedauer

Beobachtungsparameter Binheit
Intensivstation [h]
Klinik [d]

Tabelle 4: Mal3einheiten der Liegedauer

2.7.6 Komplikationen

Beobachtungsparameter

Wundinfektion Anzahl
absolute Arrhythmie postoperativ Anzahl
Apoplex Anzahl
Myokardinfarkt Anzahl
Tod Anzahl

Tabelle 5: MaRReinheiten der Komplikationen

2.8 Probengewinnung und —aufarbeitung fur die Messu ng am FACS

Die Probenentnahme war bei allen Patienten vergleichbar. Sie erfolgte bei
jedem Patienten zu den fuinf verschiedenen oben genannten Zeitpunkten. Das
Blut wurde Uber den Zugang zur invasiven Blutdruckmessung aus der Arteria
radialis entnommen. Um eine Verunreinigung oder Verdiinnung der Proben
zu verhindern, wurden vor der eigentlichen Abnahme 5ml Blut enthommen
und verworfen. Die Blutproben wurden dann in zwei EDTA-ROhrchen (Fa.
KABE) je 3ml abgenommen, wobei ein R6hrchen unmittelbar nach Abnahme
zur Bestimmung der Oberflachenrezeptoren verwendet wurde, wahrend das
andere zentrifugiert und das Serum in Eppendorf-Hutchen bei —80C bis zur

weiteren Aufarbeitung eingefroren wurde.

2.8.1 Bestimmung der Oberflachenantigene CD11b, CD1 6 und CD35

Das Testprinzip beruht auf der Markierung der an der Oberflache der
Granulozyten exprimierten Oberflachenrezeptoren CD11b, CD16 und CD35
mit FITC markierten monoklonalen Antikérper und der nachfolgenden
durchflusszytometrischen Messung der Griunfluoreszenz. Unmarkierte
Antikdrper gegen den jeweiligen Rezeptor wurden als Negativkontrolle

verwendet. Zusatzlich wurde ein Probenréhrchen mit einem gegen humanes
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IgG gerichteten Antikdrper angesetzt, um fehlerhafte Messergebnisse durch
unspezifische Bindungen auszuschlie3en. Bei den durchflusszytometrischen
Untersuchungen wurden die in Tabelle 6 aufgelisteten Antikdrper verwendet.

Anti-Human IgG, FITC Fa. Pharmingen
Anti-CD11b, Clone 44 Fa. Sigma
Anti-CD11b, Clone 44, FITC Fa. Sigma

Anti-CD16, Clone 3G8, freeze-dried Fa. Immunotech
(0,2 mg in 2 ml Aqua dest. geldst)

Anti-CD16, Clone 3G8, FITC Fa. Sigma
Anti-CD35 (E-11) Fa. Santa Cruz Biotechnologie
Anti-CD35 (E-11), FITC Fa. Santa Cruz Biotechnologie

Tabelle 6: Verwendete Antikorper

Zu Beginn jeder Messreihe wurden 100ul mit EDTA versetztem Vollblut in
jedes Probenrohrchen pipettiert. Dann wurden jeweils 5ul markierte bzw.
unmarkierte Antikdrper hinzu gegeben. Nach guter Durchmischung wurden
die Proben lichtgeschutzt bei Raumtemperatur fir 15min inkubiert. Nach Ende
der Inkubationszeit wurden alle Proben mit 2ml FACS-Lysing-Solutiond (Fa.
Becton Dickinson) versetzt und nochmals 15min unter den oben genannten
Bedingungen inkubiert. Im Anschluss daran wurden die Probenrdhrchen fir 5
min bei 1200 Umdrehungen pro Minute (U/min) zentrifugiert. Der Uberstand
wurde dekantiert und alle Proben mit 2ml PBS-Puffer (Fa. BAG Lich)
versehen. Dann wurden sie erneut flr 5min bei 1200 U/min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde wieder verworfen und die Rohrchen mit 1ml PBS-Puffer
aufgefullt. Die so gewonnenen Proben wurden nach Madoglichkeit sofort
durchflusszytometrisch gemessen, spatestens aber nach 2h Lagerung bei

Zimmertemperatur im Dunkeln.

2.8.2 Bestimmung des Oberflachenantigens HNA-2a

Dieser Test beruht auf der Markierung des an der Granulozytenoberflache
exprimierten Rezeptors HNA-2a mit einem monoklonalen Antikbper, der im
Verlauf der Aufarbeitung mit FITC markiert wird. Zuséatzlich zu der
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eigentlichen Probe wurden in jeder Messreihe eine negative (IgG) und eine
positive Kontrolle (CD16/3G8) angesetzt und wie die HNA-2a Probe
aufgearbeitet. Ferner wurden Calibration-Beads und Set-Up-Beads angesetzt,
um die gewonnenen Messergebnisse der Proben mit Hilfe von Eichkurven
berechnen zu koénnen. Zur Bestimmung der HNA-2a-Expression wurden
folgende monoklonale Mausantikorper verwendet:

* Anti-lgG (dieser Antikérper wurde freundlicherweise von Herrn Prof. Dr.
Bux, Abteilung fur Immunologie und Transfusionsmedizin des
Universitatsklinikums Giel3en, zur Verfiigung gestellt),

* Anti-CD16, Clone 3G8, Freezed-dried, Fa. Immunotech (0,2mg in 2ml
Aqua dest. geldst und 1:10 verdinnt),

* Anti-HNA-2a, Clone 7D8 (dieser Antikorper wurde freundlicherweise von
Herrn Prof. Dr. Bux, Abteilung fir Immunologie und Transfusionsmedizin
des Universitatsklinikums Giel3en, zur Verfiigung gestellt).

In jedes Probenréhrchen wurden 100ul EDTA-Vollblut gegeben. Anschliel3end

wurden in die Negativ- und Positivkontrolle jeweils 20ul unmarkierter

Antikdrper und in das HNA-2a Rohrchen 25ul des unmarkierten HNA-2a-

Antikérpers gegeben. Nach sorgfaltigem Durchmischen wurden die Proben

fur 30min bei 37C im Brutschrank inkubiert. Im Ans chluss daran wurden die

Proben mit Aqua dest. (Fa. Baxter) lysiert. Dazu wurden pro Réhrchen 1800l

Aqua dest. zur Lyse der Erythrozyten hinzugegeben. Nach 1min wurde die

Lyse durch 200ul PBS-Puffer (PBS 10x, ohne Calcium und Magnesium, Fa.

Gibco) gestoppt. Im Anschluss daran wurden die Proben mit 1ml PBS-Puffer

(1x, ohne Mg?* und Ca®") aufgefiillt und bei 1000U/min 5 min zentrifugiert. Der

Uberstand wurde verworfen und die Proben, nachdem sie mit 2ml PBS-Puffer

versetzt worden waren, erneut bei 1200U/min 5min zentrifugiert. Der

Uberstand wurde wiederum verworfen und die Proben mit je 100ul FITC-

Losung versetzt. Dazu wurde die FITC-Stammlosung (Rabbit-anti-Mouse, Fa.

DAKO) 1:40 verdunnt. Im Anschluss daran wurden die Proben 30min im

Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert und erneut mit je 2ml PBS-Puffer

aufgefillt und bei 1000U/min fir 5min zentrifugiert. Der Uberstand wurde

verworfen und die Proben zur durchflusszytometrischen Messung mit 350ul
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PBS-Puffer aufgeflillt. Die Messung erfolgte nach Mdoglichkeit sofort,
spatestens aber 1h nach Aufarbeitungsende. Fur die Aufarbeitung der Beads
(Qifikit der Firma Dako, Code No. KO0O78) wurden je 300ml PBS-Puffer in die
beiden Probenréhrchen gegeben. In eines der Reagenzgefalie wurden 100ul
der Calibration-Beads pipettiert, in das andere 100ul der Set-Up-Beads. Beide
Ansatze wurden anschlielend fur 5min bei 1400U/min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und die Roéhrchen erneut mit 2ml PBS-Puffer
aufgefullt und far 5min bei 1400U/min zentrifugiert. Wieder wurde der
Uberstand verworfen und die Proben wie oben mit der FITC-Losung versetzt.
Nach 30min Inkubation lichtgeschitzt bei Raumtemperatur wurden sie mit 2ml
PBS-Puffer aufgefiillt und bei 1000U/min 5min zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und die Proben zur Messung am FACS mit 350ul PBS-
Puffer aufgefillt. Die Messung erfolgte auch hier nach Mdglichkeit sofort,

spatestens aber 1h nach Fertigstellung der Proben.

2.9 Messmethodik

2.9.1 Durchflusszytometrische Messverfahren

Die Durchflusszytometrie erméglicht die Differenzierung von funktionellen und
strukturellen Eigenschaften der verschiedenen Leukozytenpopulationen im
Vollblut als physiologischem Medium (91). Bei entsprechender Stan-
dardisierung der Versuchsbedingungen besitzt die Methode eine hohe
Validitat mit geringer Standardabweichung (92) und guter Reproduzierbarkeit
der Ergebnisse (93). Die Methode der Durchflusszytometrie beruht auf der
simultanen Messung verschiedener struktureller und funktioneller Eigen-
schaften von Zellen mit Hilfe eines Laserstrahls. Dabei werden die in einem
Flissigkeitsstrom fokussierten Zellen einzeln zu einem Messpunkt, an dem
Fluoreszenz und Streulichteigenschaften erfasst werden, geftihrt. Samtliche
Proben wurden an einem FACSCalibur-Durchflusszytometer (Fa. Becton
Dickinson) gemessen. Das Zytometer war mit einem Power-Mac-Computer
(Fa. Apple) verbunden und die Auswertung erfolgte mit der Software
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CellQuest® (Fa. Becton Dickinson). Die erhaltenen Daten wurden zur

Archivierung auf Zip-Disketten gespeichert.

2.9.1.1 Fluidsystem

Die vorbereitete Zellsuspension wird aus dem Probenréhren angesaugt und
durch Uberdruck in das Zentrum der Messkammer transportiert. Die Zellen
passieren einzeln an definierter Stelle den Messpunkt, an dem sich der
fokussierte Laserstrahl befindet. Diese so genannte hydrodynamische
Fokussierung wird erreicht, indem die Zellsuspension in eine durch die
Messkammer flieBende partikelfreie Tragerflissigkeit (FACS-Flow, Fa.
Becton-Dickinson) injiziert wird. Die so im Zentrum der Tragerflussigkeit
stabilisierten Zellen werden durch im Durchmesser abnehmende Kuivetten
(von 200um zu 10um) zur Messzelle geleitet. Dadurch wird gewéhrleistet,
dass die Zellen einzeln, hintereinander und optimal positioniert den

Messpunkt durchlaufen.

2.9.1.2 Optisches Messsystem

Das optische Messsystem analysiert das Streulicht und die Fluoreszenz-
signale der am Messpunkt mit Laserlicht beleuchteten Zellen und besteht aus
dem Anregungs- und dem Detektionsteil. Der Anregungsteil wird von einem
Argon-lonenlaser gebildet. Er emittiert eine elektromagnetische Strahlung mit
der Wellenlange A= 488nm. Dieses Laserlicht ist in der Lage, spezifische
Fluoreszenzfarbstoffe ahnlicher Wellenlange anzuregen. Der zweite Bereich
des optischen Systems kann in Abhangigkeit vom Ablenkungswinkel des
Laserlichts weiter unterteilt werden: Der eine Teilbereich registriert das
Vorwartsstreulicht (FSC). Er ist gegenuber dem Laser angebracht und
sammelt das Licht, das in einem Winkel von 2-20° ge streut wird. Dies ist der
grol3te Teil der Streuung und korreliert mit der Grél3e der detektierten Zellen.
Der andere Teilbereich registriert das Seitwartsstreulicht (SSC). Er ist so
angebracht, dass er das Streulicht im rechten Winkel (909 zum urspriinglich
geradlinigen Verlauf des Laserstrahls sammeln kann. Hier wird der geringere

Teil der Streuung, der mit der Dichte bzw. Zellbinnenstruktur der gemessenen
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Zellen korreliert, registriert. Um optimale Ergebnisse zu erzielen, missen die
fur  die  Untersuchung gewdahlten fluoreszierenden  Substanzen
(=Fluorochrome) im Anregungsbereich des emittierten Laserlichts liegen.
Fluoreszierende Verbindungen absorbieren Lichtenergie eines fur sie
charakteristischen Wellenlangenbereichs und emittieren ihrerseits wiederum
Licht. Das in dieser Studie verwendete Fluoreszeinisothiocyanat (FITC) liegt
im Anregungsbereich des Argon-lonenlasers und emittiert eine Grin-
fluoreszenz, die im Durchflusszytometer als Fluoreszenz 1 (FL 1) gemessen
wird. Zusatzlich wird héaufig der rotfluoreszierende Farbstoff Propiumjodid
verwendet, welcher dann als Fluoreszenz 2 (FL 2) gemessen wird. Beide
Farbstoffe zeigen eine spezifische Differenz zwischen Anregungs- und
Emissionswellenlange, die als Stoke scher Shift bezeichnet wird. So wird eine
Mehrfarbenfluoreszenzanalyse ermdglicht und der Anwendungsbereich des

Durchflusszytometers erheblich erweitert.

2.9.1.3 Signalverarbeitung

Die Fotozellen und Lichtdioden in den beiden Teilbereichen des
Detektionssystems wandeln die auftreffenden Lichtsignale in elektrische
Signale um. Mit Hilfe einer Photorbhre werden diese elektrischen Signale
zunachst verstarkt und dann durch einen Analog-Digital-Wandler in digitale
Signale umgewandelt. Diese digitalen Signale werden dann durch den
Computer mit Hilfe des Analyseprogramms CellQuest® auf dem Monitor

dargestellt.

2.9.2 Die graphische Darstellung der Messergebnisse

2.9.2.1 Punktehistogramm (Dot Plot)

In dieser Darstellungsform wird jeder Zelle entsprechend ihrer Eigenschaften
(GréRe, Dichte, Fluoreszenz) ein Punkt im Koordinatensystem zugeordnet.
Als Achsen dieses Koordinatensystems dienen das Vorwarts- (FSC) und das

Seitwartsstreulicht (SSC). Innerhalb dieser Darstellungsform kénnen anhand
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der entstehenden Punktwolken die einzelnen Leukozytenpopulationen
(Granulozyten, Monozyten und Lymphozyten) gegeneinander abgegrenzt
werden. Zur Auswertung wird nun um die Granulozytenpopulation ein
Auswertungsfenster gelegt, d.h. nur die in diesem Fenster enthaltenen Zellen
werden in der weiteren Analyse bericksichtigt (Abbildung 3). In dieser
Granulozytenpopulation sind neben den neutrophilen Granulozyten auch
eosinophile und basophile Granulozyten enthalten, die aber aufgrund ihrer
quantitativen Unterlegenheit die Aussage Uber neutrophile Granuloyten nicht

nachhaltig beeinflussen.
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Abbildung 3: FSC/SSC-Diagramm (Originalregistrieru  ng); um die Granulozyten ist zur
Abgrenzung gegen die Ubrigen Leukozytenpopulationen ein

Auswertefenster gelegt

2.9.2.2 Haufigkeitsdiagramm

In dieser Darstellung werden die sich oben im Auswertungsfenster
befindlichen Zellen entsprechend ihrer Fluoreszenzaktivitat (Pulsamplitude in
Volt) in Klassen eingeteilt (je nach Einstellung der Signalverarbeitung in 256
oder 1024) und gegen die absolute Zellzahl aufgetragen. Zur Analyse des
Diagramms werden Auswertungsfenster, so genannte Gates eingesetzt, um
die Fluoreszenz der Zellen entweder als negativ (nicht fluoreszierend) oder

positiv (fluoreszierend) zu klassifizieren. Um zu definieren, welche Zellen als
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negativ zu werten sind, wird mit Hilfe einer unmarkierten Kontrollprobe das
negative Gate festgelegt, d.h. der Messbereich, in dem eine Zelle als nicht
fluoreszierend gelten kann. Alle Zellen, die in der folgenden Messung hdhere
Messwerte aufweisen, werden als positiv bewertet und in einem weiteren
Auswertungsfenster analysiert. Um einen Vergleich der gewonnen Ergebnisse
zu ermdglichen, wird bei jeder Messung der Peak der negativen Kontrolle
(FITC-anti-IgG) auf einen festgelegten Wert, in der vorliegenden Studie
entsprechend der Autofluoreszenz der Zellen auf < 107, eingestellt und so die

FL 1 Verstarkung fur die Probenmessung festgelegt.

2.10 Auswertung der HNA-2a Daten

Die Fluoreszenzintensitat ist ein Mal3 fur die Anzahl der gebundenen und
entsprechend markierten Antikorper pro Zelle. Vergleicht man die
Fluoreszenzintensitat zweier Zellpopulationen, laft sich unter der
Voraussetzung, dass der zur Markierung verwendete Antikbrper im
UberschuR vorlag, eine Aussage dariiber machen, welche Zellpopulation die
markierten Oberflachenmolekile vermehrt exprimiert. Um aber Zellen nicht
nur in Relation zueinander beurteilen zu kdnnen, ist es notwendig, die Zellen
gegen Proben zu messen, deren genaue Antigenexpressionsdichte bekannt
ist. Fur diese Arbeit wurde dafir das Qifikit (Quantitative-immuno-
fluorescence-indirect-assay) von Dako (Baar, Swiss) verwendet. Es enthalt
als Referenzproben 2 Sorten von Beads: sogenannte Set-Up-Beads, welche
aus unmarkierten Beads und Beads mit einer sehr hohen Anzahl an
Mausantikorper bestehen wund zur Definition eines Negativ- sowie
Positivbereichs dienen und sogenannte Calibration-Beads, die aus funf
verschiedenen Beads mit bekannter Mausantikérperdichte bestehen. Die
Beads aus dem Kit werden mit einem FITC konjugierten Rabbit-anti-Mouse-
Antikorper markiert und am Durchflusszytometer gemessen. Die Set-Up-
Beads dienen dabei zur Verstarkereinstellung des FITC-Kanals. Die
Einstellung wird so gewahlt, dass die unmarkierte Population im Bereich
zwischen 10° und 10* dargestellt wird. Die so eingestellte Verstarkung im

FITC-Kanal wird dann fir alle weiteren Messungen beibehalten. Bei der
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Messung der Calibration-Beads werden die Messergebnisse in einem
Histogramm dargestellt, wobei die verschiedenen Populationen der
Calibration-Beads durch setzen von Fenstern markiert werden, um getrennte
Werte der Fluoreszensintensitat zur spateren Berechnung der Antigendichte
zu erhalten (Abbildung 4). Das geometrische Mittel der Fluoreszensintensitat
ergibt sich aus der zugehorigen Histogrammstatistik. Die Antigendichte pro
Partikel der funf Untergruppen der Beads ist chargenspezifisch und kann der

Packungsbeilage des Kits entnommen werden.
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Abbildung 4: Fluoreszenzintensitat der Calibration ~ -Beads (Originalregistrierung); die

funf Untergruppen sind durch Fenster markiert

In einer Tabelle wurden die mittlere Fluoreszenzintensitdt der funf
Populationen der Calibration-Beads sowie die jeweilige Antigendichte
eingetragen und im Anschluss graphisch eine Eichkurve erstellt (Abbildung 5).
Anhand der resultierenden Geradengleichung konnte die Antigendichte auf
den Zellen wie folgt berechnet werden: SABC = ABC — BAE wobei SABC
(Specific-Antibody-Binding-Capacity) die Anzahl der pro Zelle gebundenen
Primarantikdrper nach Abzug des Backgrounds bezeichnet, ABC (Antibody-
Binding-Capacity) die Anzahl der gebundenen Primarantikérper pro Zelle und

BAE (Background-Antibody-Equivalent) die gemessene ABC der Negativ-
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kontrolle, die sich aufgrund der Eigenfluoreszenz und der unspezifisch

gebundenen Kontrollantikdrper ergibt.
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Abbildung 5: Eichkurve zur Berechnung der mittlere n Antigendichte; fir die
Calibration-Beads wurden Beispielwerte eingetragen und eine

Ausgleichsgerade gezogen

2.11 Auswertung der Messergebnisse am Durchflusszyt ~ ometer

Die Auswertung der Messungen am FACS erfolgte mittels der Software
CellQuest® (Fa. Becton Dickinson). Bei jeder Probe wurden dazu 10.000
Zellen erfasst und deren Fluoreszenzintensitat anhand des Medians der sich

im Auswertungsfenster befindlichen Zellen ermittelt.

2.12 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Messergebnisse beziglich der
Oberflachenrezeptoren erfolgte mit Hilfe der Statistiksoftware SPSS, Version
14. Es wurde eine Varianzanalyse fiur Messwiederholungen (repeated
measures analysis) angewendet. Waren die Vorraussetzungen zur
Durchfihrung nicht erfillt, wurde die Prifgrof3e nach Greenhouse-Geisser
korrigiert (94).
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Mit einer Varianzanalyse fur Messwiederholungen wurden die Effekte fur die
Faktoren ,Gruppe“ und ,Zeit* sowie die Wechselwirkung ,Gruppe x Zeit"
untersucht. Man spricht von einem ,Zeit-Effekt, wenn die Daten der
gesamten Stichprobe sich fir einen Parameter Uber die Zeit verandern, also
nicht konstant verlaufen. Ein ,,Gruppen-Effekt* bezeichnet eine systematische
Differenz zwischen den betrachteten Gruppen, die sich zu allen Zeitpunkten,
inklusive des ersten Zeitpunktes, unterscheiden. Der in der Regel wichtigste
Effekt ist die Wechselwirkung zwischen der Gruppe und dem zeitlichen
Verlauf (Gruppe x Zeit). Tritt ein solcher Effekt auf, so bedeutet dies, dass
sich die Gruppen im zeitlichen Verlauf unterschiedlich verandert haben.

Die statistische Auswertung der biometrischen Daten, der laborchemischen
Parameter, der perioperativen Daten sowie der Liegedauer und des
Transfusionsbedarfes wurden mit dem T-Test fir unabhangige Stichproben
ermittelt. Das Signifikanzniveau dieser Arbeit wurde fir alle Ergebnisse mit
p < 0,05 festgelegt. Fur die graphische Darstellung im Ergebnisteil wurden der

Mittelwert und die Standardabweichung verwendet.
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3. Ergebnisse

Ausgewertet wurden die Daten von 18 Patienten, die konventionell mit HLM
operiert wurden (Gruppe 1) und von 9 Patienten, die mittels off-pump-
Verfahren ohne HLM operiert wurden (Gruppe 2).

3.1 Biometrische Daten

Beide Gruppen waren hinsichtlich Kérpergrof3e, Korpergewicht und Alter
vergleichbar.

Gruppe 1 (n=18) Gruppe 2 (n=9) Signifikanznivea u
GroRe [cm] 174,45 + 6,48 174,1£8,5 NS (p = 0,856)
Gewicht [kg] 84,85 + 13,08 87,1+ 23,54 NS (p = 0,901)
Alter [Jahre] 66,9 + 10,43 67,6 + 8,71 NS (p =0,737)

Tabelle 7: Mittelwerte und Standardabweichungen der biometrischen Daten

3.2 Perioperative Daten

Die Dauer des operativen Eingriffs war in Gruppe 2 mit 187,1 £+ 45,98 Minuten
etwas kdrzer als in Gruppe 1 mit 221,47 £ 52,97 Minuten. Dieser Unterschied
war nicht signifikant (p = 0,094). Die Anzahl der Bypasse war in Gruppe 2 mit
2,89 + 1,17 signifikant (p = 0,015) geringer als in Gruppe 1 mit 4,05 + 1,1. Die
Intubationszeit war in Gruppe 2 mit 21,56 + 12 Stunden deutlich langer als in
Gruppe 1 mit 15,75 £ 4,96 Stunden. Dieser Unterschied kam durch 2

Ausreiler in Gruppe 2 zustande und war statistisch nicht signifikant
(p = 0,073).

Gruppe 1 (n=18) |[Gruppe 2 (n=9) Signifikanzniveau
OP-Dauer [min] 221,47 + 52,97 187,1 + 45,98 NS (p = 0,094)
Anzahl der
) 405+1,1 2,89+1,17 S (p =0,015)
Bypasse
Intubationszeit [h] 15,75 + 4,96 21,56 +12 NS (p = 0,073)

Tabelle 8: Perioperative Daten; dargestellt sind Mi
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3.3 Laborchemische Parameter

3.2.1 Leukozytenwerte

In beiden Gruppen kam es im Verlauf vom Operationsbeginn bis zum 2.
postoperativen Tag zu einem signifikanten (p < 0,01) Anstieg der Leukozyten-
anzahl. Die beiden Gruppen unterschieden sich dabei nur am 2. Abnahme-
zeitpunkt signifikant von einander: In Gruppe 2 stieg die Leukozytenzahl mit
12,53 £ 1,26 giga/l dabei signifikant (p < 0,02) h6éher an als in Gruppe 1 mit
8,75 * 2,15 giga/l.

Leukozytenwerte
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Abbildung 6: Leukozytenkonzentrationen der Gruppen 1 und 2 praoperativ, sowie am

1. und 2. postoperativen Tag; dargestellt sind Mitt  elwert und
Standardabweichung
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3.2.2 CRP-Werte

In beiden Gruppen kam es im Verlauf vom Operationsbeginn bis zum 2.
postoperativen Tag zu einem signifikanten (p < 0,001) Anstieg der CRP-
Konzentrationen im Blut. In Gruppe 2 war der Anstieg auf 191,19 + 95,95
mg/dl geringfligig hoher als in Gruppe 1 auf 155,74 + 38,8 mg/dl. Der
Unterschied war jedoch nicht signifikant (p = 0,163).
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Abbildung 7: CRP-Konzentrationen der Gruppen 1 und 2 praoperativ, sowie am 1. und
2. postoperativen Tag; dargestellt sind Mittelwert und Standard-

abweichung
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3.2.3 Hb-Werte

In beiden Gruppen kam es im Verlauf der Operation zu einem signifikanten
(p <0,001) Abfall der Hamoglobinkonzentration im Blut. Dabei fiel in Gruppe 1
der Hb von 14,05 + 1,62 g/dl praoperativ auf 8,49 + 0,71 g/dl postoperativ und
in Gruppe 2 von 13,81 = 1,6 g/dl auf 9,14 £ 1,06 g/dl. Der Unterschied

zwischen den beiden Gruppen war nicht signifikant (p = 0,057).
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Abbildung 8: Hb-Konzentrationen der Gruppen 1 und 2 préa- und postoperativ;

dargestellt sind Mittelwert und Standardabweichung
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3.4 Intra- und postoperativer Transfusionsbedarf

In der Gruppe 1 (10/18 [ 55%) erhielten mehr Patienten intraoperativ
Erytrozytenkonzentrate als in der Gruppe 2 (2/9 022%). Dieser Unterschied
war jedoch nicht signifikant (p = 0,054).

Der Bedarf an Erytrozytenkonzentraten postoperativ sowie an Fresh Frozen
Plasma (FFP) intra- und postoperativ war in beiden Gruppen vergleichbar.
Insgesamt konnte beziglich des Transfusionsbedarfs beider Gruppen kein

signifikanter Unterschied festgestellt werden.

Gruppe 1 Gruppe 2
n=18 n=9
EK-Erhalt intraoperativ
) 10 2
[Patientenanzahl ]
EK-Erhalt postoperativ . .
[Patientenanzahl ]
FFP-Erhalt intraoperativ )
1
[Patientenanzahl ]
FFP-Erhalt postoperativ )
4
[Patientenanzahl ]
Transfu sionspflichtige
_ _ 13/18 O72% 7/9 O077%
Patienten insgesamt

Tabelle 9: Transfusionsbedarf der Gruppen 1 und 2

3.5 Liegedauer

Der Aufenthalt auf der Intensivstation lag in Gruppe 1 bei 49,35 + 17,27
Stunden und in Gruppe 2 bei 73,22 + 68,23 Stunden. Dieser Unterschied kam
durch einen Patienten aus der Gruppe 2 zu Stande, der aufgrund einer
respiratorischen Insuffizienz fir 10 Tage auf der Intensivstation Uberwacht
werden musste. Zwischen den Gruppen lag kein signifikanter (p = 0,149)

Unterschied vor. Der gesamte Klinikaufenthalt betrug in Gruppe 1 12,8 + 6
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Tage und in Gruppe 2 11,67 + 3,74 Tage. Auch dieser Unterschied war nicht
signifikant (p = 0,607).

Gruppe 1 (n=18) | Gruppe 2 (n=9) | Signifikanzniveau
Intensivstation [h] 49,35 + 17,27 73,22 + 68,23 NS (p = 0,149)
Klinik [d] 12,8+ 6 11,67 £ 3,74 NS (p = 0,607)

Tabelle 10: Mittelwerte und Standardabweichung zud  en Daten der Liegedauer

3.6 Perioperatives Outcome

Bei einem Patienten aus der Gruppe 1 kam es postoperativ zu einer
Waundinfektion. Des Weiteren kam es in Gruppe 1 sowie auch in der Gruppe 2
zum Auftreten von postoperativem Vorhofflimmern. Als haufige postoperative
Komplikation nach aortokoronarer Bypassoperation wurde die Inzidenz von
thromboembolischen Ereignissen sowie postoperativem Myokardinfarkt
erfasst. In beiden Gruppen gab es weder einen Apoplex noch einen

Myokardinfarkt. Die Letalitat des untersuchten Patientenkollektivs lag bei 0%.

Gruppe 1 Gruppe 2
n=18 n=9
Wundinfektion 1 0
absolute Arrhythmie postoperativ 5 4
Apoplex 0 0
Myokardinfarkt 0 0
Tod 0 0

Tabelle 11: Anzahl der Komplikationen
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3.7 CD11b

Die CD11b-Expression wurde in beiden Gruppen zu 5 definierten Zeitpunkten
ermittelt. Im zeitlichen Verlauf vom 1. zum 5. Abnahmezeitpunkt lie3en sich
weder in Gruppe 1 noch in Gruppe 2 innerhalb der jeweiligen Gruppe
signifikante Unterschiede feststellen (p = 0,226). Zu den einzelnen Abnahme-
zeitpunkten konnten ebenfalls keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Gruppen ermittelt werden (p = 0,835). Allerdings unterschied sich der

Gesamtverlauf zwischen den Gruppen signifikant (p = 0,048).
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Abbildung 9: Mittelwerte und Standardabweichungen der Fluoreszenzintensitat nach
Fluoreszenzmarkierung mit Anti-CD11b Antikdrper zu den

verschiedenen Abnahmezeitpunkten
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3.8 CD16

Im zeitlichen Verlauf der Fluoreszenzintensitat des Oberflachenrezeptors
CD16 vom 1. bis zum 5. Abnahmezeitpunkt zeigte sich in beiden Gruppen ein
signifikanter (p < 0,01) Abfall der CD16-Expression. In Gruppe 1 fiel der
Ausgangswert vor der Narkoseeinleitung 2564,5 + 1031 kontinuierlich bis zum
5. Mel3zeitpunkt 24 h postoperativ auf 1401,8 + 507,1. In Gruppe 2 kam es
ebenfalls zu einem kontinuierlichen Abfall der Fluoreszenzintensitat von 2363
+ 793,3 préoperativ auf 1434 = 619,9 24 h postoperativ. Bei Vergleich der
einzelnen Messzeitpunkte zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen
den beiden Gruppen (p = 0,259). Auch im Gesamtverlauf der CD16-
Expression unterschieden sich die Gruppen 1 und 2 nicht signifikant
(p = 0,151) von einander.
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Abbildung 10: Mittelwerte und Standardabweichungen der Fluoreszenzintensitat nach

Fluoreszenzmarkierung mit Anti-CD16 Antikdrper zud  en verschiedenen

Abnahmezeitpunkten
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3.9 CD35

Bezuglich der Expression des CD35 Rezeptors lie3en sich in dieser Studie

keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Gruppen darstellen.

Weder im zeitlichen Verlauf (p = 0,327), noch im direkten Vergleich der

beiden Gruppen zu den verschiedenen Abnahmezeitpunkten (p = 0,197) oder

im Vergleich des Kurvenverlaufs zeigten sich statistisch relevante Differenzen

(p = 0,783).
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3.10 HNA-2a

Bei Betrachtung des zeitlichen Verlaufs der Fluoreszenzintensitat des
Oberflachenrezeptors HNA-2a fand sich in beiden Gruppen ein signifikanter
Anstieg der HNA-2a -Expression auf den neutrophilen Granulozyten.

In der Gruppe 1 stieg die HNA-2a-Expression vom 1. Abnahmezeitpunkt vor
der Narkoseeinleitung von 40951 + 12546 bis zum 5. Messzeitpunkt 24 h
postoperativ auf 65646 + 26576 signifikant (p < 0,01) an. In der Gruppe 2 kam
es ebenfalls zu einem signifikanten (p < 0,01) Anstieg der Fluoreszenz-
intensitdt von 40128 + 11491 préoperativ auf 54010 + 9705,7 24 h
postoperativ. In der Gruppe 2 war dieser Anstieg kontinuierlich.

Beim Vergleich der einzelnen Messzeitpunkte zeigte sich kein signifikanter
Unterschied zwischen den beiden Gruppen (p = 0,769). Auch im gesamten
Kurvenverlauf der HNA-2a-Expression unterschieden sich die Gruppen 1 und

2 nicht signifikant (p = 0,171) voneinander.
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Abbildung 12: Mittelwert und Standardabweichung der HNA-2a-Glykoproteine pro
neutrophilem Granulozyt nach Fluoreszenzmarkierung mit Anti-HNA-2a

Antikdrper zu den verschiedenen Abnahmezeitpunkten
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4. Diskussion

4.1 Diskussion der Methode

4.1.1 Probenaufarbeitung

In dieser Studie wurde fur alle zytometrischen Messungen eine
Vollblutmethode verwendet. Dabei dient das Blut als physiologisches Medium
und es kann auf physikalische Trennverfahren oder Zellfixierung verzichtet
werden. Wir entschieden uns fir die Verwendung der Vollblutmethodik, weil in
friheren Studien im Vergleich zu unstimulierten Vollblutansatzen nach
Verwendung von Separationsverfahren Veranderungen der Antigen-
expression auf der Oberflache neutrophiler Granulozyten nachgewiesen
werden konnten (95;96). Bei Verwendung von Vollblut konnte durch eine
Reduktion der Arbeitsschritte eine Beeinflussung der Zellfunktion der
neutrophilen Granulozyten vermindert werden (97). Bei der Aufarbeitung von
Vollblut ist zu beriicksichtigen, dass die zellularen Strukturen innerhalb einer
kurzen Zeitspanne quantitativen Veranderungen unterliegen kénnen. So kann
eine verlangerte Aufarbeitungszeit von Vollblut zu einer vermehrten
Expression von Oberflachenmolekilen fuhren (95). Aus diesem Grund
wurden die Proben in dieser Studie sofort nach der Entnahme verarbeitet und
innerhalb von 2 h am Durchflusszytometer ausgewertet.

Bei der Auswertung von Vollblutproben gilt die praanalytische Lyse der
Erythrozyten als Standard (97). In der vorliegenden Studie wurde bei der
Bestimmung der Oberflachenrezeporen CD11b, CD16 und CD35 die FACS-
Lysing-Solution[] verwendet. Sie beinhaltet als lysierende Substanzen
Formaldehyd und Diglycol. Im Vergleich mit anderen Lyseldsungen ermdglicht
die FACS-Lysing-Solutiond eine deutlichere Abgrenzung der verschiedenen
Zellpopulationen voneinander, da die Menge an Zelltrimmern wéhrend der
durchflusszytometrischen Analyse der Proben gering ist (97). Die FACS-
Lysing-Solutiond war in einer vergleichenden Studie von Romeu et al. nicht
mit einem signifikanten Verlust an neutrophilen Granulozyten assoziiert (98).

Bei der Bestimmung des Oberflachenrezeptors HNA-2a wurde Aqua dest. zur
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Lyse der Erythrozyten verwendet. Dieses Verfahren wurde von Prof. Dr. Bux
aus der Abteilung fir Immunologie und Transfusionsmedizin des
Universitatsklinikums Gief3en Ubernommen. Bereits in friheren Unter-
suchungen zur Analyse der HNA-2a-Expression mittels Durchflusszytometrie
wurde die Lyse mit einem nichtionischen Detergens beschrieben (99).

Durch die Lyse der Erythrozyten bei durchflusszytometrischen Messungen
kann das Streulicht der neutrophilen Granulozyten beeinflusst werden, auch
wenn das Fluoreszenzsignal der Zellen nicht veréandert wird (97). Da eine
durch die Lyse des Vollbluts erhdhte Hintergrundfluoreszenz als erhdhte
unspezifische Antikorperbindung im Blut gedeutet werden kann (100), wurde
in der vorliegenden Studie das Vollblut zuerst mit dem Antikdrper inkubiert
und im Anschlul® daran lysiert. Bei der durchflusszytometrischen Messung
resultiert die ermittelte Fluoreszenz aus der Bindung der verwendeten
Fluorochrome - in dieser Studie das FITC - an spezifische Bindungsstellen auf
der Zellmembranoberflache und aus der Eigenfluoreszenz der Zelle (101).
Diese Spontanfluoreszenz der Zelle wird von intrazellularen Flavoproteinen
emittiert (101). Zusaétzlich kann auch die unspezifische Bindung von
Antikdrpern zu einem erhdhten Fluoreszenzsignal fuhren. Daher wurde in der
vorliegenden Arbeit ein Kontrollansatz mit einem FITC-markierten, gegen
humanes 1gG gerichteten Antikbrper angesetzt, um Messfehler durch
unspezifische Bindungen auszuschlieBen. Weiterhin wurde Vollblut mit
unmarkierten Antikérpern gegen die auszuwertenden Rezeptoren inkubiert,
um einen negativen Kontrollwert zu etablieren.

Zur Bestimmung der Anzahl der exprimierten HNA-2a Molekuile wurde fir die
Messung der HNA-2a-Expression ein Kit (QifikitJ, Dako, Swiss) verwendet,
das die Quantifizierung der exprimierten Rezeptoren ermdéglicht. Dieses
Verfahren wurde in Anlehnung an frihere Untersuchungen von Prof. Dr. Bux

ubernommen und ist bereits durch mehrere Untersuchungen validiert (102).
4.1.2 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie stellt prinzipiell eine Weiterentwicklung der

Fluoreszenzmikroskopie dar und ermdglicht die Messung groRRer Zellzahlen in
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relativ kurzer Zeit. Dartber hinaus kann bei durchflusszytometrischen
Verfahren durch die Differenzierung von funktionellen und strukturellen
Eigenschaften der verschiedenen Leukozytenpopulationen (91) eine hohe
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse erreicht werden (93). Das durchfluss-
zytometrisch gemessene Streulicht ist abhangig von Form, Oberflachen-
struktur und intrazellularer Granularitdt der Zellen (103). Da neutrophile
Granulozyten und Monozyten aufgrund ahnlicher Groéf3e und Granularitat ein
vergleichbares Streulichtsignal aufweisen, kann die Abgrenzung der beiden
Populationen im FSC/SSC-Diagramm erschwert sein. Es gilt aber als
gesichert, dass die fehlerhaft mitanalysierten Monozyten bei insgesamt
10.000 gemessenen Zellen wegen ihres prozentual geringeren Anteils einen
zu vernachlassigenden Einfluss auf das Ergebnis der Messung haben (104).
Die gemessenen Fluoreszenzsignale sind innerhalb des Haufigkeits-
diagramms um einen Mittelwert gestreut (105). Der in dieser Studie bestimmte
Median der Fluoreszenzintensitat beschreibt denjenigen Messwert, der von
50% der Messungen Uuber- bzw. unterschritten wird. Der Median besitzt
gegenuber dem Mittelwert den Vorteil, dass er relativ stabil gegeniber
Ausreil3ern in einer Messreihe mit starker Streuung ist. Daher ergibt sich bei
der Auswertung des Medians eine bessere Reproduzierbarkeit der

Ergebnisse sowie eine hdhere Prazision der Probenanalyse (106).

4.2 Diskussion der Ergebnisse

Neutrophile Granulozyten stellen zusammen mit den Makrophagen die
Haupteffektorzellen des angeborenen, unspezifischen Immunsystems dar.
Nach Traumen wie z.B. Eingriffen unter Verwendung der Herz-Lungen-
Maschine wird ihre Aktivitat durch Zytokine und Komplement gesteigert (107).
Als initiale Abwehrzellen gegen Mikroorgansimen werden neutrophile
Granlozyten innerhalb kurzester Zeit aktiviert (107) und spielen daher eine
wichtige Rolle in der Kontrolle der inflammatorischen Antwort nach
herzchirurgischen Operationen mit kardiopulmonalem Bypass (2;43).
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Die schnell einsetzende Aktivierung von neutrophilen Granulozyten spiegelt
sich in unserer Studie in den Veranderungen der HNA-2a- und der CD16-
Expression wider.

Fur die Expression des Oberflachenrezeptors HNA-2a (CD177 oder NB1)
wurde im zeitlichen Verlauf ein signifikanter Anstieg sowohl in der on-pump
als auch in der off-pump Gruppe beobachtet. Zwischen den Gruppen gab es
dabei keine signifikanten Unterschiede. In friheren Studien wurde ebenfalls
eine vermehrte Expression von HNA-2a nach Aktivierung von neutrophilen
Granulozyten beschrieben. Goéhring et al. fanden bei Patienten mit schwerer
bakteriellen Infektion eine signifikant gesteigerte HNA-2a-Expression (79). Die
Steigerung der Expression von HNA-2a auf der Zelloberflache bei Infektionen
kann zum einen durch eine Verlagerung von den in sekundaren Granula
gelagerten HNA-2a-Rezeptoren (71) und zum anderen durch eine vermehrte
de-novo-Synthese erklart werden, wie der Anstieg des HNA-2a-mRNA-
Gehalts nach Aktivierung der Neutrophilen nahelegt (108). Ebenso induzieren
die in vitro Stimulation mit f-MLP (67;71) und die Gabe von G-CSF an
gesunden Probanden eine erhéhte HNA-2a-Expression (68). Auffallend war
bei der Stimulation mit f-MLP, dass nur auf den Zellen eine Hochregulation
erfolgte, die auch im unstimuliertem Zustand HNA-2a auf ihrer Zelloberflache
exprimierten. Die Eigenschaft, HNA-2a zu exprimieren, wird vermutlich bereits
auf der Ebene der Vorlauferzellen festgelegt, da der prozentuale Anteil HNA-
2a-prasentierender Neutrophiler wahrend der Stimulation konstant blieb
(67;71). Bei der Stimulation mit f-MLP fiel zudem auf, dass HNA-2a-
exprimierende neutrophile Granulozyten eine starkere chemotaktische
Reaktion zeigen, als solche, die kein HNA-2a-Protein auf ihrer Oberflache
prasentieren (109). Der Einfluss von G-CSF auf die Expression von HNA-2a
wurde in verschiedenen Studien belegt (68;79;108). G-CSF ist ein
Wachstumsfaktor, der von Zellen der Monozyten- und Makrophagenlinie
sowie von Endothelzellen, Fibroblasten, Mesothelzellen produziert wird (110),
Anzahl und Funktion Neutrophiler beeinflusst (111) und somit als Regulator
sowohl der basalen Neutrophilenzahl zum Ausgleich der Zellmauserung als
auch zur stressinduzierten Steigerung der Neutrophilenzahl z.B. bei
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bakteriellen Infektionen dient. In diesem Zusammenhang kénnen im Vergleich
zu Gesunden bei akuten Infektionen und Sepsis neben einer signifikant
gesteigerten HNA-2a-Expression auch erhdhte G-CSF Spiegel im Blut
nachgewiesen werden (112). G-CSF kann dartber hinaus die Migrationsrate
neutrophiler Granulozyten vom Blut ins Gewebe und besonders ins
entzindete Gewebe unabhangig vom chemotaktischen Gradienten erhéhen
(111). Dies konnte insbesondere im Hinblick auf ein Zusammenspiel mit
PECAM-1 bei der transendothelialen Migration von neutrophilen Granulozyten
relevant sein. In vorangegangenen Untersuchungen wurden bei gesunden
Individuen 36.000 - 318.000 HNA-2a-Glykoproteine pro neutrophilem
Granulozyt gemessen (113). Somit liegen die in der vorliegenden Studie
gemessenen Werte im Erwartungsspektrum, auch wenn die Angaben zur
mittleren Fluoreszenzintensitat aufgrund von unterschiedlichen Gerate-
einstellungen nicht direkt verglichen werden kdnnen. Nach Gabe von G-CSF
konnte synergistisch mit der Down-Regulation des CD16-Rezeptors, die zur
Verlangerung der Lebensspanne von PMN fiuhrt, durch die gesteigerte
Expression von HNA-2a die Apoptose verzdgert und somit die Effizienz der
Immunabwehr gesteigert werden (114). Obwohl zahlreiche Studien auf eine
Interaktion von HNA-2a und G-CSF hinweisen (68;79;108), ist die genaue
Funktion von HNA-2a noch unbekannt. Zum einen wird eine Rezeptorfunktion
vermutet, da HNA-2a durch seine GPI-Verankerung in der duf3eren Schicht
der Phospholipiddoppelmembran eine hohe laterale Mobilitat besitzt. Ferner
wurde bei aktivierten neutrophilen Granulozyten eine Verlagerung von HNA-
2a aus der Plasmamembran in Lyso- und Endosomen beschrieben, was
ebenfalls auf eine Rezeptorfunktion hinweist (71). Zum anderen wird fir HNA-
2a auch eine Funktion im Rahmen der Phagozytose vermutet, da Antikorper
gegen HNA-2a die Phagozytose inhibieren (78) und die Produktion von ROS
vermindern (115). In Ubereinstimmung mit diesen Ergebnissen wurde nach
Stimulation mit G-CSF eine gesteigerte ROS-Produktion (70) und eine
verbesserte Phagozytoseleistung bei neutrophilen Granulozyten beschrieben
(68). Vor kurzem konnten Sachs et al. nachweisen, dass HNA-2a einen
Liganden fur das Plattchen-Endothelzell-Adhasionsmolekil-1 (PECAM-1)
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darstellt (29). Dies ist insbesondere im Zusammenhang mit der Aktivierung
von PMN wahrend der EKZ interessant, da diese zu einer erhohten
Exprimierung von Adh&sionsmolekilen fihrt (116;117) und es in Folge
dessen zu einer verstarkten Migration von PMN durch das Gefaliendothel ins
Gewebe kommt. FiUr die Transmigration von PMN spielt HNA-2a Uber die
Bindung an PECAM-1 eine entscheidende Rolle (29). PECAM-1 (CD31), ein
einstrdngiges Glykoprotein, gehort zur Immunglobulin-Superfamilie mit
adhasiven Eigenschaften und stellt einen integralen Bestandteil der
Zellmembranen dar (118). PECAM-1 wird vor allem auf vaskuléaren
Endothelzellen, aber auch auf neutrophilen Granulozyten, Monozyten und
Thrombozyten exprimiert. Auf den Endothelzellen lasst sich PECAM-1
insbesondere an den Zell-zu-Zell-Verbindungen nachweisen (119). Im akuten
Entzindungsgeschehen spielt PECAM-1 eine entscheidende Rolle bei der
Ldsung dieser kapillaren Zell-zu-Zell-Verbindungen, ein Vorgang, der fur die
transendotheliale Migration von Leukozyten aus den GefalRen in das
perivaskulare Gewebe erforderlich ist (28). Eine Interaktion zwischen
neutrophilem HNA-2a und dem an Zell-Zell-Verbindungen lokalisiertem
endothelialem PECAM-1 konnte damit die Transmigration neutrophiler
Granulozyten zwischen den Endothelzellen hindurch einleiten. Nach der
Migration durch die GefalRwand fiihren die zytotoxischen Effekte der
aktivierten neutrophilen Granulozyten im Gewebe zu einer Schadigung der
betroffenen Zellen, es kommt zum sogenannten Capillary Leakage Syndrome
(120). Dabei fuhrt die Freisetzung von Superoxiden und lysozymalen
Enzymen aus den PMN zu einer direkten endothelialen Schadigung mit
Auflésung bzw. Auflockerung der Tight Junctions und damit zu einer
Erh6hung der kapillaren Permeabilitat mit Extravasation von Flussigkeit und
interstitiellem Odem (8). Da insbesondere im pulmonalen GefaRbett eine
erhohte Akkumulationsneigung von aktivierten Leukozyten besteht, kbénnen
diese Vorgénge Klinisch zu einer respiratorischen Insuffizienz fuhren (121).
Insgesamt ist die pulmonale Dysfunktion im Rahmen des SIRS eine der
haufigsten Komplikationen nach Einsatz der Herz-Lungen-Maschine (8;9).
Dies ist insbesondere im Hinblick auf das durch HNA-2a-Antikérper
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verursachte TRALI von Interesse, da hierbei ein ahnlicher Pathomechanismus
Uber eine Aktivierung von neutrophilen Granulozyten eine pulmonale
Dysfunktion hervorruft. Beim TRALI kénnen die durch HNA-2a-Antikorper
aktivierten neutrophilen Granulozyten die Lungenkapillaren nur erschwert
passieren (122). Die am Endothel adharierenden Granulozyten schadigen die
Endothelzellen durch die Freisetzung von Sauerstoffradikalen, wodurch die
Kapillarpermeabilitdt erhéht und ein Lungenddem verursacht wird (83).
Urséachlich fur das TRALI ist die Ubertragung von Antikérpern gegen HNA-2a
der Empfangergranulozyten zumeist durch Frischplasma oder Thrombozyten-
konzentrate. Klinisch zeigt sich eine wahrend oder bis zu 6 Stunden nach der
Transfusion einsetzende akute Luftnot bis hin zur beatmungspflichtigen
respiratorischen Insuffizienz (123). Die Mortalitdt des Krankheitsbildes liegt
bei 16,3% (124). Fur die Prognose einer schweren TRALI-Reaktion ist die
frihzeitige Therapie entscheidend, da sich die Patienten bei rechtzeitiger
Intubation und Beatmung in der Regel schnell und vollstandig erholen (125).
Da die Transfusion von Blutbestandteilen bei herzchirurgischen Operationen
haufig vorkommt, besteht bei diesem Patientenkollektiv méglicherweise ein
erhohtes Risiko fur das Auftreten eines TRALI, das bei postoperativer
respiratorischer Insuffizienz differentialdiagnostisch in Betracht gezogen
werden muss. In dieser Studie entwickelte ein Patienten im postoperativen
Verlauf eine behandlungsbeduirftige respiratorische Insuffizienz. Da dieser
Patient jedoch im Rontgen-Thorax pneumonische Infilrate zeigte und weder
Fresh Frozen Plasmen noch Thrombozytenkonzentrate erhalten hat, ist ein
TRALI in diesem Fall ausgeschlossen.

Bezlglich des Oberflachenrezeptors CD16 fanden wir einen signifikanten
Abfall der Expression auf der Zelloberflache von neutrophilen Granulozyten
sowohl in der on-pump als auch in der off-pump Gruppe, wobei keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen auftraten. Eine Abnahme
der CD16-Expression als Ausdruck der Aktivierung von neutrophilen
Granulozyten wurde bei Infektionen und Sepsis sowie nach Stimulation mit
LPS oder G-CSF in verschiedenen Studien beschrieben (68;69). So fuhrt die
G-CSF Gabe bei gesunden Probanden innerhalb von 8-24h zu einer um 50-
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80% geringeren CD16-Expression und zu einer weiteren Abnahme bei
erneuter G-CSF Gabe (68;126). Ebenso fanden White-Owen et al. einen
signifikanten Abfall der Expression von CD16 auf neutrophilen Granulozyten
bei Patienten mit schwerem Trauma. Dieser Rickgang wurde maRgeblich
durch die Schwere der Verletzungen beeinflusst (50). Wagner et al. vermuten,
dass die Zellen durch eine geringere Expression des CD16-Rezeptors der
vorzeitigen Apoptose entgehen und somit l&anger der Immunabwehr zur
Verfiigung stehen (69). Weiterhin scheint die Anzahl der CD16-Rezeptoren
Klinisch relevant zu sein. Patienten mit einer praoperativ hohen CD16-
Rezeptor-Expression und einer deutlichen postoperativen Herunterregulation
entwickelten im Verlauf seltener Infektionen als Patienten mit einer
praoperativ geringen Expression an CD16-Rezeptoren und auch nur einer
geringen postoperativen Abnahme (127). Bei der Aktivierung von neutrophilen
Granulozyten mit f-MLP kommt es zu einer proteolytischen Ablésung des
CD16 Rezeptors von der Zelloberflache, was auf eine Funktion der l6slichen
Form im Entzindungsgeschehen hindeutet (128) und eine Erklarung fur die
Abnahme der Expression an der Zelloberfliche sein kdnnte. Koene et al.
beschrieben in diesem Zusammenhang eine Korrelation zwischen der Menge
der l6slichen Form des Fcy-RIIl (sFcy-RIII), die sich im Plasma nachweisen
lasst (129) und dem der Zellmembran exprimierten Fcy-RIIl (130). Insgesamt
stellt CD16 einen etablierten Parameter flur die Aktivierung von neutrophilen
Granulozyten bei Infektionen und Traumen sowie nach G-CSF Stimulation
dar. Da Bypassoperationen mit HLM bekannterweise eine systemische
Entzindungsreaktion induzieren (1;2), ist eine Aktivierung von neutrophilen
Granulozyten und somit eine Expressionsdnderung von CD16 zu erwarten.
Dies wurde in dieser Studie durch die signifikanten Abnahme der CD16-
Expression in der on-pump Gruppe bestatigt. Da es auch in der off-pump
Gruppe zu einer signifikanten Abnahme der CD16-Expression kam, scheinen
das chirurgische Trauma, die mediane Sternotomie und die Manipulation am
Herzen einen malgeblichen Anteil an der Aktivierung der neutrophilen
Granulozyten und somit der Expressionsabnahme zu haben. Des Weiteren

hat sich die Expression des CD16-Rezeptors in dieser Studie als robust im
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Vergleich zu den Oberflachenrezeptoren CD11b/CD18 und CD35 gezeigt. Fur
die Expression des CD16-Rezeptors konnten trotz eines kleinen
Stichprobenumfangs von insgesamt 27 Patienten signifikante Ergebnisse
ermittelt werden. Stroncek et al. erzielten bei einem kleinen Kollektiv von 7
Patienten relevante  CD16-Expressionsveranderungen nach G-CSF
Stimulation (68), ebenso Michon et al.,, die 13 Patienten in ihrer Studie
untersuchten (126). Zusammenfassend kann die Expression von CD16 als
geeigneter Marker fur die Aktivierung von neutrophilen Granulozyten nach
Traumen, Infektion und extrakorporaler Zirkulation angesehen werden.

Fur die Oberflachenrezeptoren CD11b und CD35 konnten Wehlin et al. in
ihrer Studie einen signifikanten Unterschied in der Expression von CD11b
sowie auch in der Expression von CD35 nachweisen (131). Die Expression
beider Rezeptoren stieg 24h postoperativ signifikant an, wobei allerdings
keine Unterschiede zwischen der on- und off-pump Gruppe festgestellt
werden konnten. Im Gegensatz hierzu konnten wir keine signifikanten
Veranderungen in der Exprimierung dieser Rezeptoren nachweisen. Das
Patientenkollektiv war bei Wehlin et al. mit insgesamt 37 Patienten etwas
groer als in unserer Studie mit 27 Patienten. Zudem fielen in unserer Studie
hohe interindividuelle Unterschiede auf, so dass der gewéahlte Stichproben-
umfang die Darstellung von Unterschieden im Operationsverfahren verhindert
haben konnte. Ein gré3erer Stichprobenumfang hétte hier zu einer besseren
Power hinsichtlich Unterschieden im Operationsverfahren gefihrt; unsere
Studie war jedoch auf die HNA-2a-Expression als Zielparameter ausgelegt.
Die Entziindungsreaktion nach herzchirurgischen Eingriffen ist jedoch nicht
nur eine Folge der Leukozytenaktivierung, sondern wird auch durch
Aktivierung des Komplement- und Gerinnungssystems, sowie von
Endothelzellen und Thrombozyten beglnstigt. Zusammenfassend wird diese
generalisierte Entzindungsantwort des Organismus als SIRS bezeichnet.
Neben der EKZ kénnen u.a. schwere Traumen, grol3e Operationen und
Verbrennungen das SIRS auslosen (10). Daraus resultierende Organ-
dysfunktionen betreffen vor allem die Lunge (pulmonale Insuffizienz, ARDS),
die Niere (Funktionseinschrdnkungen bis zum Versagen) und das
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kardiovaskulare System (myokardiale Kontraktilitatsstorungen bis hin zum
kardiogenen Schock) (4). Dieses Multiple Organ Dysfunction Syndrome
(MODS) kann bis zum Multiorganversagen (MOV) fuhren und endet haufig
letal, wobei sich vor allem bestehende Vorerkrankungen und zunehmendes
Lebensalter pradisponierend auswirken (132). Aufgrund der Wechsel-
wirkungen zwischen kardiopulmonalem Bypass und der assoziierten
Verfahrensweisen haben Operationen mit CPB mdglicherweise eine hbhere
Inzidenz an Organdysfunktionen. In den letzten Jahren haben daher minimal-
invasive Verfahren und off-pump-Techniken bei herzchirurgischen Eingriffen
zunehmend an Bedeutung gewonnen. Insgesamt sind die bisher aufgezeigten
Unterschiede zwischen on- und off-pump Chirurgie bezogen auf das SIRS
jedoch eher quantitativer als qualitativer Natur. Die Mediatorsysteme
(Komplement, Koagulation, Zytokine) sowie die Leukozyten, Thrombozyten
und Endothelzellen werden unabhangig vom OP-Verfahren aktiviert, so dass
lediglich das Ausmald der Aktivierung zwischen den Gruppen variiert (30).
Hochrisikopatienten kdnnten somit am meisten von der neuen off-pump
Operationsmethode profitieren (6;20;21). Trotz &hnlichem Trauma fanden
Schulze et al. eine signifikante Reduktion des SIRS sowie des friihen
Katecholaminbedarfs bei off-pump Operierten. Dies kdnnte insbesondere bei
kritisch kranken Patienten zu einer verbesserten Organfunktion und somit zu
einer schnelleren Erholung des Patienten beitragen (133). Bei Patienten mit
niedrigem Operationsrisiko, die sich einer einfachen Revaskularisation
unterziehen mussen, hat die HLM vermutlich weniger Einfluss auf die
entztindliche Antwort als erwartet. Gerade bei diesen Patienten gewinnt das
Trauma durch Sternotomie und Thorakotomie an Bedeutung fir die
inflammatorische Reaktion des Organismus (134). Viele Ergebnisse aus
vorangegangenen Untersuchungen lassen vermuten, dass die Leukozyten-
aktivierung durch die extrakorporale Zirkulation zwar beschleunigt werden
konnte, letztendlich aber durch das chirurgische Trauma determiniert ist (30).

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie deuten ebenfalls darauf hin, dass das
Trauma der Operation die entzindliche Reaktion des Koérpers womoglich
starker beeinflusst, als die extrakorporale Zirkulation. Die Verwendung der off-
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pump Technik konnte in diesem Zusammenhang weder einen Anstieg der
HNA-2a-Expression noch ein Abfallen der CD16-Expression verhindern. Bei
der Betrachtung von Leukozytenanzahl und CRP-Konzentration im Blut,
ausgehend von den praoperativen Werten hin zu den am 2. postoperativen
Tag gemessenen zeigt sich ein signifikanter Anstieg der Leukozytenzahl
sowie auch der CRP-Konzentration ohne signifikante Unterschiede zwischen
den beiden Gruppen. Dies passt zu der Beobachtung von Salo et al. (137),
dass es bei groRBen chirurgischen Traumata zu einer systemischen
Entzindungsreaktion kommt. Gu et al. sowie Diegeler et al. beobachteten
ebenfalls einen raschen perioperativen Leukozytenanstieg in der off-pump wie
auch in der on-pump Gruppe (23;138) was im Gegensatz zu Ascione et al.
steht (15), die eine geringere Auspragung der inflammatorischen Antwort des
Organismus in der off-pump Gruppe fanden.

Fur die perioperativen Daten lie3en sich in dieser Studie keine signifikanten
Unterschiede zwischen den beiden Gruppen aufzeigen. Im Verlauf der
Operation kam es in beiden Gruppen zu einem signifikanten Abfall der
Hamoglobinkonzentration im Blut. Relevante Unterschiede zwischen den
beiden Operationsverfahren, wie Matata et al. sie in ihrer Studie finden
konnten (21), zeigten sich dabei nicht. Auch bezlglich des Transfusions-
bedarfs liel3 sich im Gegensatz zu Matata et al. und Sohrabi et al. (14) in der
vorliegenden Studie keine Reduktion des Transfusionsbedarfs in der off-
pump-Gruppe feststellen, wobei der Stichprobenumfang nicht auf diese
Fragestellung ausgelegt war. Bezuglich der Verweildauer der Patienten auf
der Intensivstation und des gesamten Krankenhausaufenthaltes, lie3en sich
in dieser Studie ebenfalls keine signifikanten Differenzen zwischen den
beiden Gruppen aufzeigen, was im Einklang mit den Ergebnissen von
Shroyer et al. steht (135). Sohrabi et al. fanden im Gegensatz dazu fur den
Aufenthalt auf der Intensivstation und ebenso fir den gesamten
Krankenhausaufenthalt bei off-pump Patienten eine signifikant kirzere
Verweildauer (14). Das perioperative Outcome war in dieser Studie in beiden
Gruppen vergleichbar. In der on-pump Gruppe entwickelte ein Patient eine
postoperative Wundinfektion und in beiden Gruppen traten postoperative
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Arrhythmien auf. Eine geringere Inzidenz von Vorhofflimmern liel3 sich in der
off-pump Gruppe im Gegensatz zu Allen et al. nicht aufzeigen (136).
Einschrankend muss hier wiederum angemerkt werden, dass die vorliegende
Studie in Bezug auf den Stichprobenumfang nicht auf diese Fragestellungen
ausgelegt war. Bezlglich der perioperativen Daten zeigten sich in der
vorliegenden Studie Unterschiede zwischen den Operationsverfahren. So war
die OP-Dauer in der on-pump Gruppe im Mittel 33 min langer als in der off-
pump Gruppe. Hierzu kdnnte die Tatsache beigetragen haben, dass in der
off-pump Gruppe mit 2,89 + 1,17 signifikant weniger Bypasse angelegt
wurden als in der on-pump Gruppe mit 4,05 + 1,1. Insgesamt ist der
Stichprobenumfang und die gewonnene Datenmenge bezuglich des
Vergleichs zwischen dem on-pump und dem off-pump Verfahren aufgrund
des Pilotstudiencharakters dieser Untersuchung zu gering, um Unterschiede

zwischen den beiden Operationstechniken ermitteln zu konnen.

Herzchirurgische Operationen stellen einen etablierten Stimulus fir eine
systemische Immunantwort dar (1;2;139), ohne dass eine infektiose Genese
nachgewiesen werden kann. Fir generalisierte bakterielle Infektionen konnte
die Bedeutung von HNA-2a als Immunparameter bereits belegt werden (79).
Mit dieser Studie liefern wir weitere Ergebnisse, dass HNA-2a als
Immunparameter auch bei nichtinfektiosen Immunreaktionen, wie dem SIRS
nach herzchirurgischen Operationen, als Verlaufsparameter geeignet ist.
Neben der EKZ tragt vor allem das chirurgische Trauma zur Aktivierung des
Immunsystems bei (137), wobei die erheblichen Gewebsverletzungen durch
Sternotomie oder Thorakotomie ausgepréagte Immunreaktionen schon vor
Beginn des CPB induzieren (140). Da in dieser Studie der operative
Zugangsweg in der on-pump sowie auch in der off-pump Gruppe lber eine
mediane Sternotomie erfolgte, ist von einem signifikanten chirurgischen
Trauma auszugehen. Dies spiegelt sich in den Ergebnissen wider, die fur
samtliche Patienten unabh&ngig vom gewdahlten Operationsverfahren
vergleichbare Verlaufe zeigen. Sowohl in der on-pump als auch in der off-

pump Gruppe stieg die HNA-2a-Expression im zeitlichen Verlauf zwar
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signifikant an, zwischen den Gruppen traten jedoch keine signifikanten
Unterschiede auf. Der Anstieg der HNA-2a-Expression ist assoziiert mit einem
Abfall des Oberflachenrezeptors CD16 als Ausdruck der Aktivierung
neutrophiler Granulozyten. Da HNA-2a im Gegensatz zu CD11b, CD16 und
CD35 ausschlief3lich auf neutrophilen Granulozyten und deren Vorlauferzellen
exprimiert wird (76), stellt dieser Oberflachenmarker im Vergleich zu den oben
genannten Oberflachenrezeptoren, die auch auf anderen Immunzellen,
insbesondere  Monozyten, exprimiert werden, moglicherweise einen
spezifischeren Parameter fur die Aktivierung neutrophiler Granulozyten dar.
Dabei konnte insbesondere die schnelle Hochregulierung der HNA-2a-
Expression durch Freisetzung aus sekundarer Granula von Bedeutung sein,
wie sie nach G-CSF Gabe (71) und im Rahmen schwerer Infektionen (79)
nachgewiesen werden konnte. Die schnelle Expressionssteigerung durch
Mobilisation von intrazellularen Speichern ist ebenso fir die Oberflachen-
rezeptoren CD11b (47) und CD35 (57) beschrieben und ermobglicht die
Quantifizierung der PMN-Aktivierung innerhalb eines kurzen Beobachtungs-
zeitraums. Erganzend zur schnellen Expressionsteigerung an der Zell-
oberflache lasst sich die Zellaktivierung auch anhand des HNA-2a-mRNA
Anstiegs als Ausdruck einer gesteigerten de-novo-Synthese nachweisen
(108). Trotz des Pilotstudiencharakters dieser Untersuchung konnten auch bei
einem kleinen Stichprobenumfang von 18 bzw. 9 Patienten signifikante
(p < 0,01) Ergebnisse ermittelt werden. Gohring et al. konnten in ihrer
Untersuchung ebenfalls signifikante Effekte bei Gruppengrof3en von 8 bzw. 14
Patienten nachweisen (79). Somit scheint HNA-2a auch bei kleinen
Patientenkollektiven ein geeigneter Immunparameter fir die Aktivierung von
neutrophilen Granulozyten zu sein. Zusammenfassend deuten die Ergebnisse
dieser Studie darauf hin, dass die gesteigerte Expression von HNA-2a die
Aktivierung von neutrophilen Granulozyten wahrend und nach herz-
chirurgischen Operationen widerspiegelt. Da unsere Untersuchung nicht die
Aussagekraft zur Detektion signifikanter Unterschiede zwischen den
verschiedenen Eingriffsarten on-pump und off-pump aufwies, sollte eine

entsprechende Untersuchung an einem grol3eren Patientenkollektiv erfolgen.
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Erganzend bietet sich dabei die Bestimmung der G-CSF-Spiegel im Blut
sowie der PECAM-1-Expression verschiedener Immunzellen an, da G-CSF
malgeblich an der Hochregulierung der HNA-2a-Expression beteiligt ist
(79;108) und PECAM-1 Uber die Bindung an HNA-2a die Granulozyten-
transmigration fordert (28;29).
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5. Zusammenfassung

In dieser Pilotstudie wurden mit Hilfe der Durchflusszytometrie perioperative
Expressionsveranderungen des Oberflachenrezeptors HNA-2a (CD177, NB1)
auf neutrophilen Granulozyten bei Patienten ermittelt, die sich einer elektiven
koronaren Bypassoperation mit und ohne Herz-Lungen-Maschine unterziehen
mussten. Neutrophile Granlozyten sind mal3geblich an der Pathogenese von
Infektionen sowie Sepsis beteiligt und die Herzchirurgie ist bekanntermaf3en
mit einer systemischen Entzindungsantwort assoziiert. HNA-2a ist ein
Oberflachenrezeptor, der nur auf neutrophilen Granulozyten exprimiert und
als neuer Marker der Neutrophilenaktivierung bei Sepsis und Autoimmun-
erkrankungen beschrieben wird. Ferner wurde die Expression der
Komplementrezeptoren CD11b/CD18 (CR3) und CD35 (CR1) sowie CD16
(FcyRIIN) als etablierte Marker der Aktivierung von neutrophilen Granulozyten
durchflusszytometrisch bestimmt.

Die Ergebnisse dieser Studie unterstitzen die These, dass HNA-2a als
Verlaufsparameter systemischer Immunreaktionen, wie dem SIRS nach
herzchirurgischen Operationen, geeignet ist. Trotz des Pilotstudiencharakters
dieser Untersuchung liel3 sich bereits bei einem kleinen Stichprobenumfang
von insgesamt 27 Patienten im zeitlichen Verlauf eine signifikante (p < 0,01)
Steigerung der HNA-2a-Expression nachweisen. Somit konnten wir eine
rasche Hochregulierung der HNA-2a-Expression bestéatigen, welche die
Quantifizierung der PMN-Aktivierung innerhalb eines kurzen Beobachtungs-
zeitraums ermdglicht. Bei der CD16-Expression zeigte sich im zeitlichen
Verlauf in beiden Gruppen eine signifikante (p < 0,01) Abnahme der CD16-
Expression, was als Ausdruck der PMN-Aktivierung im Einklang mit der fir
HNA-2a dargestellten Expressionssteigerung steht.

Aul3er einer signifikant geringeren Anzahl von gesetzten Bypassen konnten
wir keine statistisch relevanten Unterschiede zwischen den Operations-
verfahren mit und ohne kardiopulmonalem Bypass nachweisen. Die
Verwendung der off-pump Technik konnte weder den Anstieg der HNA-2a-

Expression noch den Abfall der CD16-Expression verhindern. Zur Validierung
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der HNA-2a-Ergebnisse sowie zur Detektion maoglicher Unterschiede
zwischen beiden Operationsverfahren sollte eine weiterfihrende Unter-
suchung mit adaquater Power erfolgen.
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6. Summary

In this pilot study we used flow cytometry to assess perioperative changes of
HNA-2a (CD177, NB1l) expression on neutrophils in patients undergoing
elective on-pump or off-pump cardiac surgery. Activation of neutrophils is a
crucial step in innate immunity and initiates different inflammatory reactions.
Furthermore, cardiac surgery is associated with a systemic inflamatory
response. HNA-2a, a glycoprotein exclusively expressed on human
neutrophils, has been described as a new marker of neutrophil activation in
sepsis and inflammatory diseases. In addition, we assessed the perioperative
changes of the surface receptors CD11b/CD18 (CR3), CD35 (CR1) and CD16
(FcyRIIl) using flow cytometry. These receptors have been thoroughly
investigated as markers of neutrophil activation in coronary artery bypass
grafting.

The results indicate that increases in HNA-2a expression may reflect
neutrophil activation as part of the systemic inflammatory response observed
after cardiac surgery. In the on-pump as well as in the off-pump group we
found a significant (p < 0,01) increase of HNA-2a expression during and after
surgery. We could also demonstrate a fast upregulation of the HNA-2a
expression, which allows a quantification of PMN activation during a short
observation period. Moreover, we were able to show significant (p < 0,01)
differences in the perioperative course of CD16 expression. In both groups we
observed a downregulation of CD16 expression, which is in line with the
increase of the HNA-2a expression as a marker of the PMN activation.

Except for a significant lower number of bypasses in the off-pump group, we
could not detect any other statistically relevant differences between the
groups. The use of off-pump surgical techniques could neither prevent the
increase in HNA-2a expression nor the decrease in CD16 expression.
However, a follow-up investigation with appropriate power to validate the
HNA-2a results as well as to detect possible differences between the on- and

off-pump procedures is recommended.
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8. Anhang

8.1 Tabellarische Zusammenstellung der Daten

Gruppe 1 Gruppe 2
(n=18) (n=9)

Leukozytenzahl 7,74 + 2,46 8,33+ 2,03
praoperativ [giga/l]
Leukozytenzahl 8,75+ 2,15 12,53 +1,26
1.Tag postoperativ [giga/l]
Leukozytenzahl 10,99 £+ 2,92 12,19 + 3,47
2.Tag postoperativ [giga/l ]
CRP-Konzentration 9,53+ 12,62 16,64 + 20,28
praoperativ [mg/dl]
CRP-Konzentration 81,8 + 14,15 105,87 + 30,46
1.Tag postoperativ [mg/dl]
CRP-Konzentration 155,74 + 38,8 191,19 + 95,95
2.Tag postoperativ [mg/dl]
Hb-Konzentration 14,05 + 1,62 13,81 +1,6
praoperativ [g/dl]
Hb-Konzentration 8,49 £ 0,74 9,14 + 1,06

postoperativ [g/dl]

Tabelle 12: Mittelwerte und Standardabweichungen de
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Statistische Auswertung von CD11b zu de

Tabelle 13:

bweichung,

Standarda

Mittelwert, SD
Cl = Confidenzintervall, X 5 = 0,5-Quantil, IQA = Interquartilsabstand

Abnahmezeitpunkten; MW
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5 verschiedenen
Standarda

bweichung,

Mittelwert, SD
Xo,5 = 0,5-Quantil, IQA = Interquartilsabstand
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8.2 Abkirzungen

ABC
ACCP
ACT
ACVB
ANCA
Aqua dest
ARDS
BAE
Ca2+
CAM
CD

Cl
CPB
CR
CRP
dl
EDTA
EK
EKG
EKZ
Fa
FACS
Fc
FiO,
FITC
FFP
FL
f-MLP
FSC
G-CSF

Antibody Binding Capacity

American College of Chest Physicians
Activated Clotting Time
Aorto-coronarer Venenbypass
Anti-Neutrophile cytoplasmatische Antikdrper
Aqua destillatum

Acute Respiratory Distress Syndrome
Background Antibody Equivalent
Calzium-lon

Cellular Adhesion Molecule

Cluster of Differentiation
Confidenzintervall

Cardio-Pulmonary Bypass
Complement Rezeptor

C-reaktives Protein

Deziliter

Ethylendiamintetraessigsaure
Erythrozytenkonzentrat
Elektrokardiogramm

Extrakorporale Zirkulation

Firma

Fluorescent Activated Cell Sorter
Fragment crystalline

inspiratorische Sauerstofffraktion
Fluoresceinisothiocyanat

Fresh Frozen Plasma

Fluoreszenz
N-Formyl-Methionyl-Leucyl-Phenylalanin
Forward Side Scatter

Granulozyten koloniestimuliernder Faktor
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GPI Glycosyl-phosphatidylinositol

T Grad Celsius

h Stunde

Hb Hamoglobin

HLM Herz-Lungen-Maschine

HNA Human Neutrophil Antigen
ICAM Inter-Cellular Adhesion Molecule
IE Internationale Einheit

Ig Immunglobulin

IL Interleukin

IQA Interquartilsabstand

V. intravenos

kDA Kilodalton

kg Kilogramm

KG Kdrpergewicht

I Liter

LPS Lipopolysaccharid

m Meter

MAC Membran Attack Complex

MAP Mean Arterial Pressure

mg miligramm

Mg** Magnesium-lon

MIDCAB Minimally invasive direct coronary artery bypass
min Minute

ml Mililiter

mmHg Milimeter Quecksilbersaule
MODS Multiple Organ Dysfunction Syndrome
MOV Multiorganversagen

MPS Mononukledres Phagozytose System
MRNA messenger Ribonucleic Acid
MW Mittelwert

g Mikrogramm
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pl
NacCl
NB1
NK
OP
OPCAB
PAP
PBS
PECAM
PEEP
PMN
p.o.
ROS
SABC
SCCM
SD
SIRS
SSC
TEE
TRALI
U/min
ZVD

Mikroliter

Natruim-Clorid

N (Neutrophil), B (Genlocus), 1 (Allel)
naturliche Killerzelle

Operation

Off-pump Coronary Artery Bypass
Pulmonary Artery Pressure

Phosphat buffered saline

Platelet endothelial cell adhesion molecule
Positive Endexpiratory Pressure
Polymorphkernige neutrophile Granulozyten
per 0s

reaktive Sauerstoffspezies

Specific Antibody Binding Capacity
Society of Critical Care Medicine
Standardabweichung

Systemic Inflammatory Response Syndrome
Side Scatter

Transesophageal Echocardiography
Transfusion Related Acute Lung Injury
Umdrehungen pro Minute

zentralvendser Druck
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