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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Systemic-Inflammatory-Response-Syndrome (SIRS) nach kardiopulmo-
nalem Bypass (CPB) im Uberblick:

1.1.1 Das Postperfusionssyndrom ist eine Variante des Systemic Inflammatory
Response Syndrome’s

Seit der ersten erfolgreichen herzchirurgischen Operation unter extrakorporaler Zirkulation
von John Gibbon im Jahre 1953 gab es erhebliche Anstrengungen auf dem technischen Sektor
der Kardiochirurgie, die darauf abzielen, den gesamten Eingriff so physiologisch wie moglich
zu gestalten. Dennoch gibt es heute immer noch Komplikationen, fur die Kirklin und Westaby
bereits in den 80er Jahren den Begriff des,, Postperfusionssyndroms’ gepragt haben [19, 56,
123]. Mdogliche Folgen dieses als ,whole body inflammation syndrome* beschriebenen
Prozesses sind Schaden an verschiedenen Organsystemen: Pulmonale und renale Dys
funktionen, hamorrhagische Diathese, neurol ogische Stérungen, Fieber unklarer Herkunft und
Perfusionsstorungen des Splanchnikusgebietes oder des Myokards [98].
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Heute wird dieses Krankheitsbild gem&l3 den Richtlinien des American College of Chest
Physicians (ACCP) und der Society of Critical Care Medicine (SCCM) dem ,, Systemic-
Inflammatory-Response-Syndrome” (SIRS) zugeordnet. Dabei subsumiert das SIRS genera-
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lisierte inflammatorische Prozesse, bei denen der betroffene Patient mindestens zwel der
folgenden Kklinischen Kriterien erfillen muss:

(1) Korpertemperatur < 36°C oder > 38°C (rektal)

(2) Tachykardie > 90/min

(3) Arterieller CO, Partialdruck < 32 mmHg, bzw. (bei Spontanatmung) Tachypnoe > 20/min
(4) Leukozytenanzahl im Blutbild < 4000/mm? oder > 12000/mm? bzw.

> 10% der Leukozyten sind stabkernige neutrophile Granulozyten

Das SIRS wird durch zahlreiche infektitse und nichtinfektidse Stimuli verursacht. Die Sepsis
as systemische inflammatorische Reaktion auf hamatogen gestreute Infektionserreger ist ein
infektioses SIRS. Verschiedenste weitere Einfllisse wie Kardiochirurgie unter extracorporaler
Zirkulation kénnen ein nichtinfektioses SIRS bedingen. Die Beziehung von SIRS, Sepsis und
Infektion illustriert die Abbildung 1.

1.1.2 Klinische Aspekte des SIRS nach kar diopulmonalem Bypass

In Deutschland werden pro Jahr ca. 70.000 Operationen unter extrakorporaler Zirkulation mit
einer durchschnittlichen Letalitdt von etwa 3-4 % durchgefihrt. Diese Letalitét ist nicht nur
Folge der kardialen Grunderkrankung der betroffenen Patienten, sondern in hohem Mal3e
durch das postoperative Auftreten von einem zum Multiorganversagen (MODS) fihrenden
SIRS bedingt, dessen Inzidenz bei ca. 10% liegt.

Die Symptomatik der betroffenen Patienten beim SIRS ist in erster Linie durch Stérungen des
pulmonalen Gasaustausches bis hin zum ,, acute lung injury (ALI)* gekennzeichnet. Haufig
wird der Patient bei erniedrigtem peripheren Gefasswiderstand mit hyperdynamer Kreisauf-
situation und/oder durch eine entstehende Myokarddepression katecholaminpflichtig. Zudem

fuhrt eine zunehmende K appillarleckage zur Odembildung.

1.1.3 Pathophysiologische Aspekte des SIRS nach kardiopulmonalem Bypass

Nach herzchirurgischen Operationen unter extrakorporaler Zirkulation beobachtet man im
Vergleich mit anderen grofderen chirurgischen Eingriffen ausgeprégtere inflammatorische
Reaktionen, bei denen die Patienten klinisch regelhaft den 0.g9. SIRS-Kriterien entsprechen.
Dies wird fur die erhohte Mortalitét solcher Interventionen mitverantwortlich gemacht [98]
und folgenden spezifisch mit der extrakorporalen Zirkulation assoziierten Einflissen
zugeschrieben [53, 56, 104]:
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a) Kontaktaktivierung der Thrombozyten und der Gerinnung:
Bel herzchirurgischen Operationen mit CPB werden Thrombozyten und der Gerinnungs-
faktor XII durch den Kontakt mit synthetischem Material (Oberflache von Oxygenator
und Schlauchsystem der EKZ) aktiviert [36].

Kardiopulmonaler Bypass Hypothermie
-Kontaktaktivierungskaskade
-Ischémie und Reperfusion
-Endotoxindmie

Konstitution Aktivierung humoraler Effektoren Operations-

des Petienten (u.a. Komplement- und Zytokinsystem)  trauma

-Alter

-Genetik

-€tc. /

Narkose Gabe von Blutprodukten

Zdlulare Antwort
(Fieber, Hypotension, Gewebszer stdrung, etc)
SCHWENES!
SIRS
SEPLISCHENSCOLHK
Multiorgan

Dysfunction Syndrome
(MODS)

Abb. 2: Vereinfachendes Schema zur Entstehung von SIRS und MODS nach kardiopulmonalem Bypass.
Das SIRS ist als Folge einer polykausalen Aktivierung humoraler Effektoren (z. B. Zytokine, Arachidon-
séureprodukte) anzusehen, welche eine Antwort auf zelluldrer Ebene (z.B. Phagozyten, Gewebszellen)
initiieren, die je nach Auspragung bis zum Multiorganversagen (MODS) fuihren kann.

Aufgrund ihrer Aktivierung formen die Thrombozyten Aggregate an der kunstlichen

Oberflache und auch untereinander, was zur Enstehung von Mikroemboli fihren kann.




b)

Einleitung

Dies bedingt neben einer Thrombopenie auch eine reduzierte Thrombozytenfunktion, da
die in der Zirkulation verbleibenden Thrombozyten einer heterogenen Ansammlung
intakter, morphol ogisch veranderter oder auch degranulierter Zellen entsprechen.

Die Aktivierung des Faktors X1 geschieht im Beisein von High-Molecular-Weight-Kini-
nogen (HMWK) und Prékallikrein (PK). Der oberflachengebundene Faktor XII wird in
FXlla und FXIIf gespalten und Kallikrein aus PK freigesetzt. Diese Produkte wirken
gegenseitig as positives Feedback in einer Art Verstarkerkreislauf. Sie fuhren zum
»Anwerfen* verschiedener Kaskaden des inflammatorischen Geschehens (u.a. Kininsys-
tem, Gerinnungs- und Fibrinolysesystem sowie Komplementsystem) und zudem zur
Induktion der Expression neutrophilenbindender Rezeptoren durch das Endothel [36, 76,
9g].

I schamie-Reper fusions-Schaden:

Die sich bei Operationen unter EKZ ereignende |schamie-Reperfusions-Verletzung |asst
sich in eine direkte und eine indirekte Komponente unterteilen:

Die direkte geht bel der Myokardrevaskularisierung am Koronarkreislauf vonstatten. Im
Ischdmiegebiet verursachen freie Radikale, die wahrscheinlich durch Abbau von ATP zu
Harnsdure durch die Xanthin-Oxidase entstehen, Endothelalterationen, welche eine
Komplementaktivierung, Zytokin-Induktion sowie die Aktivierung und Migration von
Neutrophilen mit folgender Gewebszerstérung bedingen.

Bei der indirekten Komponente kann die Reperfusion von Ischamiegebieten Effektoren
(Bradykinin, Kallikrein, freie Radikale, Proteasen) in andere Stromgebiete ,, verschlep-
pen , wo sie zu Lasionen fuhren, auf die weitere entziindliche Prozesse folgen.

Zudem wird eine ischamisch vorgeschadigte (, geprimte” ) Zelle als besonders empfindlich

fur weitere Zellschadigungen angesehen [19, 99].

Endotoxinamie:

Dieser Bestandteil gramnegativer Bakterien l&sst sich bel herzchirurgischen Eingriffen in
erhohtem Mal%e wahrend des kardiopulmonalen Bypasses im Plasma nachweisen [40, 76].
Seine Herkunft wird hauptsachlich auf die Translokation aus dem Darm wahrend dessen
Minderperfusion bei der EKZ zuriickgefuihrt [3, 47, 121]. Ebenso kommt eine Konta-
mination des extrakorporalen Kreislaufs, der pulmonalarteriellen Kathether, von Infu-

sionen oder Blutprodukten durch den Wandbestandteil dieser ubiquitéaren Keime in Frage
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[76]. Endotoxin kann Komplement, die Gerinnung, das Endothel, Monozyten/Makro-
phagen und neutrophile Granulozyten aktivieren [19, 31, 40, 47, 76].

Diese mit dem kardiopulmonalen Bypass assoziierten Prozesse wirken zusammen mit einer
Fulle von weiteren Einflissen (Operationstrauma, Narkose, Hypothermie des Patienten
wahrend der Prozedur sowie Verabreichung von Blutprodukten) auf den betroffenen Patienten
ein. Inihrer Summe bewirken sie bei der gegebenen Konstitution des Patienten das Anwerfen
einer Fulle von ineinander integrierten Kaskaden, an deren Ende das klinische Bild des SIRS
steht. Neben dem Gerinnungs- und Fibrinolysesystem sowie dem Kininsystem sind
insbesondere die folgenden Komponenten von Bedeutung:

Das Komplementsystem: Der besondere Einfluss des CPB auf das Komplementsystem
wurde bereits von mehreren Arbeitsgruppen gezeigt. So korreliert das Ausmald der
Komplementaktivierung mit der Dauer des kardiopulmonalen Bypasses [56], wogegen die
C3a und C5b-9-Komplex-Spiegel wahrend grosserer Operationen und Herzchirurgie
ohne extrakorporale Zirkulation nicht ansteigen [121]. Die bereits beschriebene Kontakt-
aktivierung durch den CPB aktiviert ihrerseits auf den sogenannten alternativen Weg das
Komplementsystem [98]. Daneben kommt auch eine Komplementaktivierung durch
Endotoxin, Hydroxyl-Radikale und Heparin-Protamin-Komplexe in Frage [47, 76, 121].
Aktivierte Komplementprodukte sind potente Mediatoren des Entzindungsgeschehens.
Neben ihrer zytotoxischen Wirkung sind sie bei der Regulation der Vasomotorik, der
Chemotaxis und Leukozytenaktivierung beteiligt und stimulieren Monozyten zur
Zytokinproduktion (TNF, IL-1, IL-6) [76].

Zytokine : Das Zytokinsystem stellt ein komplexes und hochspezifisches Regelsystem
humoraler Mediatoren dar, welches einerseits zwischen den Immunzellen untereinander,
andererseits zwischen Immunzellen und Gewebszellen interagiert. Ihre Herkunft ist sehr
vielgestaltig: Produzenten sind Leukozyten, Endothelzellen, Fibroblasten und zahlreiche
Gewebszellen. Zytokine sind fir die Lebensdauer, Entwicklung, Differenzierung und
Proliferation der Immunzellen mitverantwortlich, sie dienen als Chemoattraktant, haben
Einfluss auf die Korpertemperatur, H&modynamik und Akute-Phase-Reaktion. Wesent-
liche Vertreter dieser Mediatoren beim SIRS sind die Interleukine 2, 6, 8, 10 [19, 22, 31,
40, 76].
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Das Endothel und Adhasionsmoleklle: Das Endothel vermittelt und moduliert die
inflammatorische Antwort beim SIRS. Es vollzieht wichtige vasomotorische Funktionen,
hat Einfluss auf die Gerinnung und Fibrinolyse, esist ein Zytokinproduzent und stellt eine
wesentliche Komponente bel der Zelladh&renz und Zellmigration der Leukozyten ins
Gewebe dar [31]. Die Leukozytendiapedese selbst wird durch Adhasionsmolekiile
vermittelt. Diese lassen sich in drei Familien aufteilen: die Selektine, die Leukozyten-
Integrine und die Immunglobulin-Superfamilie. Eine zentrale Rolle bel der transendo-
thelialen Migration von Phagozyten, welche auch die Gewebszerstérung beim SIRS
ermdglicht, spielt die Bindung zwischen leukozytéren Intergrinen und Molekilen der
Immunglobulin-Superfamilie (ICAM-1 [69]).

Das zellulare Abwehrsystem: Zum zellularen Abwehrsystem zdhlen die Granulozyten,
das mononukledre phagozytische System (Monozyten, Makrophagen, dendritische Zel-
len,...) und die Lymphozyten. Phagozytose, Zytotoxizitat, Mediatorproduktion, Antigen-
prasentation und Antikérperproduktion zahlen zu seinen priméaren Aufgaben. Beim SIRS

gelten die neutrophilen Granulozyten als der Haupteffektor der Gewebszerstérung [31,
47].

Auch wenn man heute wesentliche Komponenten des SIRS kennt, darf das nicht dartber
hinwegtauschen, dass Uber die exakten Ablaufe insbesondere quantitativ wenig Evidenz
besteht. So sind bedingende Trigger, wesentliche Folgereaktionen und deren Stellenwert fir
das Krankheitsbild heute noch nur unvollkommen verstanden und geben stetigen Anlass zu

deren weiteren Erforschung.

Als Endstrecke der pathophysiologischen Abldufe im Rahmen des SIRS werden heute drei

Hauptmechanismen fir die Entstehung struktureller Organschaden bis hin zum Multiorgan-

versagen verantwortlich gemacht [9, 41]:

(1) Eine Madistribution des Blutflusses im Bereich der Mikrozirkulation mit Stérung der
Verteilung von Sauerstoffbedarf und —angebot (ischamisch-hypoxische Schéadigung)

(2) Eine Einwirkung zytotoxischer Mediatoren auf Zellfunktion und Zellstrukturen wie
Zellmembranen oder Zellorganellen (metabolisch-toxische Schadigung)

(3) Ein spezifischer Effekt von Endotoxin mit Hemmung der sauerstoffmetabolisierenden

Z€ellsysteme (endotoxi sch-hypoxische Schadigung)
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1.2  Immunologische Dissonanz: Wann bewirkt die immunologische Reaktion SIRS

und MODS ?

Das Immunsystem hat die Aufgabe, den Organismus vor Verletzungen seiner Integritdt zu

bewahren. Zentrale Punkte sind hierbei die Abwehr mikrobieller Infektionen sowie der Schutz

vor Tumorzellen. Wie kommt es dann im Rahmen des schweren SIRS zu einem paradoxen

Verhaten dieses , Sicherheitssystems*, das dann eine |ebensbedrohende Wirkung zeigt ?

Bone formulierte neue Konzepte zu dieser Frage [13]:

Er sieht prinzipielle Urspriinge dieses zu Organlasionen fihrenden Immunprozesses in einem

derart schwerwiegenden initialen Insult, der prompt zu SIRS und MODS fiihrt, oder in einer

individuellen Prédisposition, die die Patienten derart ,, primen”, dass sie auf einen Insult mit

SIRS und MODS reagieren. So wurde als Beispiel fur eine genetische Pradisposition gezeigt,

dass der HLA-Haplotyp einer Person deren Fahigkeit zur Zytokinproduktion beeinflusst [15].

Die pathophysiol ogischen Ablaufe des SIRS teilt Bone in verschiedene Stadien ein:

(1) Der adaguate initiale Insult flhrt zur prompten Freisetzung pro-inflammatorischer Media-
toren. Diese Mediatoren fuhren zu einem feinabgestimmten Netzwerk an Reaktionen,
welche in dieser Mikroumwelt pathogene Umstande bekampfen, zerstortes Gewebe abréu-
men und neues Gewebswachstum anregen. Als Vermeidung einer Uberschief3enden Reak-
tion durch diese Mediatoren wird eine anti-inflammatorische Reaktion in Gang gesetzt. Ist
die angesprochene Lasion schwerwiegend genug, so erscheinen diese Mediatoren auch im
systemischen Kreislauf. Zu diesem Zeitpunkt ist diese Situation als normale Antwort auf
einen Stimulus zu sehen, mit dem die Mikroumwelt alleine nicht , fertig wird* und nach
» Hilfe* fordert (Neutrophilenfreisetzung aus dem Knochenmark, Akute-Phase-Reaktion).

(2) Bei manchen Patienten kommt es bel initial Gberwiegend pro-inflammatorischen Einflis-
sen zu einer insuffizienten inflammatorischen Antwort. In diesem Zustand versterben
viele der Patienten im Schock.

(3) Bei Uberlebenden Patienten scheint die anti-inflammatorische Reaktion zur Kompensation
auszureichen. Bel manchen Patienten kann es zu einer exzessiven anti-inflammatorischen
Antwort kommen, die zur Immunsuppression fuhrt. Dieser Situation muss nicht obligat
das oben beschriebene pro-inflammatorische Stadium vorausgehen. Man nennt diesen
Zustand ,, Compensatory Antiinflammatory Response Syndrom (CARS)*. Er erklart die
erhdhte Anfélligkeit fur Infektionen beim SIRS.

(4) Der Patient kommt in den Zustand der , immunologic dissonance’. Das Immunsystem

kann den biologischen Anforderungen in keiner Hinsicht mehr gerecht werden und rea-
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giert sowohl pro- als auch antiinflammatorisch tberschiessend. Dieser Zustand wird folg-
lich,, Mixed Antagonist Response Syndrome (MARS)* genannt [14].

Insult in Verbindung mit
der Prédisposition des

e

okale pro-inflammatorische Antwort L okale anti-inflammatorische Antwort

C H A @) S
Cardiovascular Homeostasis Apoptosis Organ- Suppression des
Compromise (el Dysfunktion I mmunsystems
(Schock)
CARS und SIRS SIRS dominiert
aushalanciert

Abb. 3: SIRS, CARS, MARS und CHAOS. Darstellung modifiziert nach Bone, RC. Sir |saac Newton, sepsis,
SIRS, and CARS. Crit Care Med 1996;24(7):1125-1128 (Erlauterungen siehe Text).

Das Spektrum der Konsegquenzen aus diesen Zustanden wird von Bone CHAOS (Cardio-
vascular Shock, Homeostasis, Apoptosis, Organ Dysfunction and Immune Suppression)
genannt [14] (s. Abb. 3).
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1.3  Fragestellungen

Patienten nach herzchirurgischen Eingriffen unter extrakorporaler Zirkulation (EKZ) kdnnen
entsprechend den vorhergehenden Ausfiihrungen als geeignete Klientel fir die Untersuchung
des SIRS angesehen werden. Daher sind bereits durch zahlreiche klinische und experimentelle
Studien verschiedenste Aspekte immunologischer Auswirkungen dieser Operationen
untersucht worden. Dennoch gibt es nur wenig Information tber die inflammatorischen
Vorgange beim SIRS mit hohem Mortalitasrisiko (schweres SIRS) bzw. Uber die Zusammen-
hénge von SIRS und MODS nach herzchirurgischen Eingriffen [22, 23, 28, 88].

Ziel dieser Studie war es, weiteren Einblick auf diesem Gebiet zu erlangen. Dazu wurden
Patienten nach elektiver aortokoronarer Bypassoperation unter EKZ nach vorangegangener
prospektiver Risikoevaluation basierend auf den Ergebnissen von Pilz et a. untersucht [89].
So konnten die postoperativen Immunparameter von SIRS-Patienten mit hohem Mortalitéts-
rissko (SIRS-Gruppe) mit denen einer Patientengruppe mit guter Prognose (Kontrollgruppe)
verglichen werden, um folgenden Fragen nachgehen zu konnen:

(1) Unterscheiden sich die Patienten der Risikogruppe von Kklinisch unauffalligen
Patienten hinsichtlich der Zytokinspiegel ?
Fur diese Fragestellung wurden die Spiegel der Interleukine 2, 6, 8 und 10 wegen ihrer
herausragenden Rolle beim SIRS nach CPB bestimmt [19, 22, 31, 40, 76] und der Wachs-
tumsfaktor TGF-; wegen seiner multifunktional immunmodulatorischen Potenz unter-
sucht.

(2) Unterscheiden sich die Patientengruppen hinsichtlich der Freisetzung l6slicher
Adhasionsmolekile in die Blutbahn ?
Aufgrund seiner besonderen Bedeutung fur die transendotheliale Migration von Neutro-
philen [69], die als Hauptakteur bei der SIRS-assoziierten Gewebszerstérung angesehen
werden [31, 47], war ICAM-1, ein Adh&sionsmolekil aus der Immunglobulinsuper-
familie, hierbei von primérem Interesse.

(3) Gibt es Unterschiede zwischen den Gruppen in Bezug auf die Spiegel von Entzin-
dungsmarkern ?
Neben dem klinischen Routineparametern C-reaktives Protein (CRP) wurde insbesondere
der Verlauf der Spiegel des Entziindungsmarkers Procalcitonin (PCT) untersucht.

(4) Zeigen sich Unterschiede bei der Zusammensetzung der Lymphozytenpopula-

tionen?
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Diese Fragestellung begriindet sich darauf, dass man bei Herzoperationen unter CPB von
einer deutlicher as bel anderen chirurgischen Eingriffen zu Tage tretende Suppression des
erworbenen Immunsystems ausgeht [51], welche mit einem Ungleichgewicht innerhalb
der Lymphozytensubpopulationen in Verbindung gebracht wird [17, 71].

(5) Hat die Zeitdauer der gesamten Operation, der Ischdmie oder der extrakorporalen
Zirkulation Einfluss auf die Hohe der Konzentration der einzelnen Parameter ?

(6) Lassen sich innerhalb der Risikopatienten Unterschiede der o.g. Immunparameter

zwischen Uberlebenden und perioperativ ver stor benen Patienten finden?

Durch die Ergebnisse dieser Untersuchungen sollen weitere Erkenntnisse Uber die
pathophysiologischen Abléufe insbesondere beim schweren SIRS gewonnen werden. Nur ein
wachsendes Verstandnis dieser Prozesse kann auf lange Sicht als Grundlage jeglicher
kausaler und damit rationaler Therapie dieser bislang unzufriedenstellend behandelbaren
Krankheitsentitét dienen.

Die Untersuchungsergebnisse sollen zudem unter dem Aspekt ihrer prognostischen
Wertigkeit beurteilt werden. So kénnte man dem Kliniker evtl. Hilfsmittel in die Hand geben,
die eine frihzeitige Identifikation von Risikopatienten erlauben, um bereits heute aufwen-

digere therapeutische Mal3nahmen rechtfertigen zu konnen.
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2. Material und Methoden

21  DasPatientenkollektiv

Untersucht wurden mannliche Patienten im Alter von 50-75 Jahren nach elektiver Koronar-
arterienbypassoperation, die postoperativ im Zeitraum von Juli 1997 bis Dezember 1998 auf
der kardiochirurgischen Intensivstation am Klinikum der Justus-Liebig-Universitét Gief3en in
Behandlung waren. Diese Patienten hatten sich einer standardisierten offenen Myokardrevas-
kularisierung unter kardiopulmonalem Bypass unterzogen. Die Narkosefiihrung fir den
Eingriff erfolgte nach Prémedikation durch Flunitrazepam und Morphin per os (p.o.) mit
gewichtsbezogenen Dosierungen von Sufentanil, Midazolam und Pancuronium. Die extra
korporale Zirkulation wurde mit Hohlfasermembranoxygenatoren bei einem Perfusionsdruck
von 50-70 mmHg und einer moderaten Hypothermie von 33,8+1,0 °C rektal durchgefihrt
(ndhere Erlauterungen zur Narkose und Operation siehe Anhang |, Seite 71).

Alle Patienten mussten am Morgen des ersten postoperativen Tags mindestens zwei der SIRS-
Kriterien gemal3 ACCP und SCCM erfllen.

Ausschlusskriterien waren die Erkrankung an Diabetes mellitus, eine gestorte Leber- oder
Nierenfunktion, die Einnahme steroidaler Medikamente, Krebsleiden, Immundefekterkran-

kungen, Herzklappenerkrankungen, eine Ejektionsfraktion < 40% und Gerinnungsstorungen.

Fur die Zuteilung in die jeweiligen Gruppen verwendeten wir den APACHE Il Score (siehe
Anhang Il, Seite 74). Ausschlaggebend war die Bewertung des Patienten am ersten post-
operativen Tag. Gemal3 den Ausfihrungen von Pilz et a. konnten so Studienpatienten mit
blander Prognose (Score von < 19) fur die Kontrollgruppe und solche mit erhdhtem Mortali-
tatsrisiko fur die SIRS-Gruppe (Score von > 24) rekrutiert werden [89].

Die Kontrollgruppe umfasste 15 Patienten, die SIRS-Gruppe 10 Patienten.

Fur die Untersuchung lag das positive Votum der Ethik-Kommission der medizinischen
Fakultét der Justus-Liebig-Universitét-Giefden vor.

2.2  Probengewinnung
Als Messzeitpunkte galten die ersten vier postoperativen Tage. Um einen systematischen
Fehler durch Vernachlassigung einer zirkadianen Rhythmik der untersuchten Parameter zu

vermeiden, wurden jeweils um 8 Uhr morgens aus der arteriellen Kanile die notwendigen
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Blutproben entnommen. So wurde EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure)- und Citrat-Blut
asserviert und gleich nach der Abnahme auf Eis gelegt.

Fir die Durchflusszytometrie wurde EDTA-Vollblut bereitgehalten und nach einer Lyse-/
Wasch-Prozedur zur Abtrennung der Erythrozyten innerhalb von 6 Stunden analysiert.

Fur die ELISA- sowie Chemolumineszenstests wurde das Plasma vom EDTA- und Citratblut
durch Zentrifugation gewonnen und bis zur Anayse bel -40 °C in Eppendorfrohrchen
aufbewahrt.

2.3  Studienparameter

2.3.1 Allgemeine Parameter

2.3.1.1 Anamnese

Erfasst wurden biometrische Daten (Geschlecht/Grof3e/Alter/Gewicht), der préoperative links-
ventrikul &re-enddiastolische-Druck (LVEDP), die praoperative NYHA-Klassifikation, das
Vorhandensein einer Hauptstammestenose, einer Hypertonie oder einer Hyperlipidamie.

Bei vorhandenem Einverstandnis und nach Uberprifung auf die genannten Ausschluss-

kriterien wurden die geeigneten Patienten in die Studie aufgenommen.

2.3.1.2 Operationsdaten
Es wurden die Zahl der Anastomosen, die Operationszeiten (OP-Beginn/OP-Ende/OP-Dauer),

die Bypasszeit und I schdmiezeit sowie der genutzte Oxygenator festgehalten.

2.3.1.3 Taglich untersuchte klinische Parameter und Routinelabor
Erfasst wurden morgens um 8 Uhr wahrend der ersten vier postoperativen Tage: APACHE-II-
SCORE, Hamoglobinkonzentration, Hamatokrit, Leukozytenzahl, Kreatininwert, Korper-

temperatur, CRP, Gabe von Blutkonserven oder Plasma, bisherige Komplikationen.

2.3.1.4 Verlaufsdokumentation

Hier wurden ale wéhrend der intensivmedizinischen Behandlung auftretenden Besonder-
heiten erfasst: Nachbeatmungsdauer, Zeit auf Intensivstation, Nierenersatzverfahren, Rea-
nimation, Reoperation sowie sonstige Komplikationen wie Pneumonie, andere Infektionen
oder Sepsis.
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2.3.2 Spezielle Parameter

2.3.2.1 Interleukine

Interleukin-2

Interleukin-2 ist ein glykosyliertes Polypeptid mit einem Molekulargewicht von 14-16 kDa.
Dieser urspringlich , T-Zell-Wachstumsfaktor genannte Mediator wird von CD4-positiven
(CD4+) T-Helferzellen nach deren Aktivierung durch Antigenprasentation und Einwirkung
des von den antigenprasentierenden Zellen gebildeten IL-1 sekretiert und zeigt sowohl auto-
krine als auch parakrine Effekte (siehe auch Abb.4, Seite 18): T-Zellen proliferieren unter
dem Einfluss von IL-2, T- Helferzellen werden zudem noch zur Produktion weiterer Zytokine
wielL-4, IL-5, IL-6 und TNF-B angeregt.

Der Effekt auf die T-Zellproliferation ist dabei nicht ungezligelt, denn das IL-2-getriggerte
Wachstum macht die aktivierte T-Zelle nach Restimulation durch den T-Zellrezeptor
empfindlich fUr die Apoptose.

Makrophagen konnen durch IL-2 zu verstérkter Sauerstoffradikalbildung und Tumorzyto-
toxizitat angeregt werden [43, 92].

Interleukin-6
Interleukin-6 ist ein Glykoprotein, welches je nach Ursprungszelle ein Molekulargewicht von
21-28 kDa aufweist und eine signifikante Homologie zum Granul ozyte-Colony-Stimulating-
Faktor (G-CSF) zeigt. Viele vormals einzeln benannte Mediatoren verschiedenster Funktion,
wie z.B. B-Cell-Stimulatory-Factor-2 (BSF-2), Interferon-f, oder Hepat ocyte-Stimulating-
Factor (HSF), stellten sich letztendlich als identisch mit IL-6 heraus. Weiterhin ist IL-6 als ein
» Viezellenprodukt® mit verschiedensten Triggern aufzufassen. Als Hauptquellen werden
stimulierte Monozyten/Makrophagen, Fibroblasten und Endothelzellen angesehen, aber auch
T-/B-Lymphozyten, Kochenmarkszellen, Mastzellen, neutrophile Granulozyten, Osteoblasten
oder Astrozyten sezernieren diesen Mediator. IL-6 vermittelt Uber unterschiedlichste Ziel-
zellen vielfdtige biologische Funktionen, wobei je nach betroffenem Zelltyp inhibitorische
oder stimulierende Effekte zum Tragen kommen. Folgend seien einige wesentliche Aspekte
desIL-6 im Hinblick auf inflammatorische Prozesse erlautert [2]:
- Bel B-Lymphozyten agiert IL-6 in der spdten Phase der Differenzierung zu immunglobulin-
produzierenden Plasmazellen und induziert die Immunglobulinsekretion.
- IL-6 ist bel der Aktivierung, dem Wachstum und der Differenzierung von T-Lymphozyten
beteiligt. Dabei wirkt IL-1 as Kofaktor der Proliferation.
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- IL-6 erhoht die Aktivitét von Natlrlichen Killerzellen (NK-Zellen). Es stimuliert die Phago-
zytosefahigkeit und funktionelle Differenzierung bei Makrophagen.

- IL-6 induziert die Biosynthese der Akute-Phase-Proteine (APP) wie CRP, Serum-Amyloid-
A, Fibrinogen und Antithrombin in der Leber. Dabel potenzieren Glucokortikoide den
Effekt dieses Zytokins auf die Induktion mancher APP. Interessanterweise fuhrt 1L-6 im
Zentralnervensystem neben Fieber auch zur ACTH-Freisetzung. Dadurch sezernierte Gluco-
kortikoide dienen folglich teils as eine Art positives Feedback in der Akuten-Phase-
Reaktion und teils als negatives Feedback durch ihren depressorischen Einfluss auf die
Zytokinproduktion.

Interleukin-8

Interleukin-8 ist ein sehr stabiles 8 kDa Protein mit aul3ergewdhnlich selektiver chemo-
taktischer Wirkung auf neutrophile Granulozyten. Neben Fibroblasten, Endothel, Monozyten/
Makrophagen, Granulozyten wird IL-8 von verschiedensten Zellen nach Stimulation v.a
durch IL-1 und TNFa, produziert. Dabel scheint ein transvaskulérer Konzentrationsgradient
(Gewebe/intravasaler Raum) essentiell fur die Stimulation der Neutrophilen zur Diapedese/
Migration zu sein.

Auller as langwirkendes Chemoattraktant fungiert dieses auch Neutrophil-Activating-
Peptide-1 (NAP-1) genannte Zytokin auch als Aktivator von Neutrophilen: Spezifische
Granula und sekretorische Vesikel werden auf einen Reiz durch IL-8 exozytiert, und es
kommt im Rahmen dieser Exozytose auch zum IL-8 abhangigen Einbau von Adhésions-
molekllen (u.a. CD11b/CD18, CD11c/CD18) in die Zellmembran Neutrophiler, was zusam-
men mit der IL-8 induzierten Gestaltdnderung der Zellen die Adhérenz Neutrophiler am
Endothel und an der extrazelluldren Matrix erhoht.

Zusétzlich aktiviert IL-8 die NADPH-Oxidase Neutrophiler (Superoxid- und H,O,-Produzent)
und ist bei der Initiation bzw. Verstérkung ihres Respiratory Burst’s beteiligt [6, 44].

Interleukin-10

Interleukin-10, ein saurelabiles 18,5 kDa Polypeptid, wurde erstmals als Cytokine-Synthesis-
Inhibitory-Factor (CSIF) beschrieben, da es a's ein Produkt von T-Helferzellen des Subtyps 2
(Tw2) bei murinen T-Helferzellen des Subtyps 1 (Tw1) die Zytokinsynthese hemmt.

Humanes IL-10 wird von T-Helferzellen, zytotoxischen T-Zellen, Monozyten/M akrophagen,
dendritischen Zellen sowie B-Lymphozyten sezerniert und ist ein Mediator mit hauptsachlich
anti-inflammatorischen Funktionen [39, 49, 78, 108, 113]: Es ist ein potenter Inhibitor der
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Synthese proinflammatorischer Zytokine (TNF, IL-1, IL-6, IL-8) durch Monozyten/ Makro-
phagen, Neutrophile, Eosinophile und Mastzellen und fordert gleichzeitig die Produktion des
anti-inflammatorischen IL-1-Rezeptorantagonisten. Auf3erdem ist IL-10 ein Inhibitor vieler
Monozyten- bzw. Makrophagen- (abhangiger)-Funktionen: Die Sauerstoffradikalsekretion
und die NO-abhangige mikrobizide Aktivitét der Zellen werden unterdriickt, ihre Funktion as
Antigen-Prasentierende-Zelle (APC) wird u.a. durch Herunterregeln der Oberflachenexpres-
sion vom Major-Histocompatibility-Complex-I1 (MHC-11) und kostimulatorischer Molektile
(ICAM-1 oder B7) supprimiert. Letzteres ist zusammen mit der durch dieses Interleukin
ausgelosten Reduktion der Zytokinsekretion der Grund fir die Inhibition der monozyten-
/makrophagenabhéangigen T-Zellproliferation und NK-Aktivierung.

Bezlglich der T-Lymphozyten sind neben diesen indirekten Effekten auch direkte supres-
sorische auf die T-Helferzellproliferation durch IL-10 beschrieben.

2.3.2.2 Das Adhasionsmolekil ICAM-1 (Inter-Cellular-Adhesion-Molecule-1)

ICAM-1 ist ein induzierbares 90 kDa Zelloberflachenglykoprotein, welches die Leukozy-
tenadhasion am Endothel bei inflammatorischen Reaktionen vermittelt. Die ICAM-1-Expres-
sion auf Endothelzellen ist durch Zytokine (IL-1, TNF, INFy) oder Endotoxin Uber einen
Zeitraum von 24 Stunden progressiv stimulierbar.

Eine l6sliche und biologisch aktive Form des Adhasionsmolekiils, SsICAM-1, die im Serum
wahrscheinlich as Resultat einer proteolytischen Trennung von der Zelloberflache nachge-
wiesen werden kann, wurde bestimmt. Dieses Vorgehen wird durch Boldt et al. untermauert,
die die bel inflammatorischen Prozessen in den Blutkreislauf freigesetzten 16slichen Adh&a
sionsmolekiile als potentielle Marker fur Zellaktivierung, Endothel schaden und Ausmass des

entzindlichen Geschehens einstuften [12].

2.3.2.3 Der Wachstumsfaktor TGF-B

TGF-$ istin aktiver Form ein 25 kDa Homodimer hauptséchlich thrombozytéren Ursprungs.
Da beim Menschen die Isoform 1 (TGF-$,) Uberwi egt, wurde sie in dieser Studie bestimmt.
Neben der Beeinflussung der Zellproliferation und der Forderung des Aufbaus extrazellul &rer
Matrix hat es mehrere immunmodulatorische Funktionen [21, 64]: Es dient im Gewebe as
Chemoattraktant fir Phagozyten und als autokriner Wachstumsfaktor fir Monozyten/Makro-
phagen, jedoch vermag intravasal vorkommendes TGF-B; die Migration von Phagozyten

durch die Reduktion endothelialer Adhasionsmolekille zu hemmen.
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Bel Makrophagen, Kardiomyozyten und glatten Muskelzellen kann es die NO-Produktion
reduzieren.

Als IL-2 Antagonist hat es einen antiproliferativen Einfluss auf das T-Zellwachstum und
supprimiert die IL-1 abhéngige Lymphozytenproliferation.

Weiterhin wird durch TGF-B; die B-Zéllproliferation und —differenzierung gehemmt sowie
die Funktion von NK-Zellen blockiert.

2.3.2.4 Akute-Phase-Proteine: C-reaktives Protein und Procalcitonin

C-reaktives Protein (CRP): Das C-reaktive Protein (CRP) gehort al's Routinelaborparameter
in die Gruppe der frihen unspezifischen Entziindungsmarker. Es lésst sich Uber eine
Prézipitationsreaktion mit einem nichttypenspezifischen Zellwandbestandteil von Pneumo-
kokken nachweisen. CRP liegt normalerweise nur in Spuren (<5 pug/ml) im Serum vor, es
kann jedoch bei bestimmten Krankheitssituationen auf ein Vielfaches ansteigen. Zu diesen
Situationen zéhlen infektibse sowie nichtinfektiose Entzindungen und nekrotisierende
Prozesse (z.B. nach Traumen, Operationen, Malignomen). Innerhalb der ersten 24 Stunden
einer Entzindungsreaktion steigt das CRP schnell an und sinkt nach Abklingen der akuten
Entztindung, wie fir ein Akute-Phase-Protein Ublich, auch rasch wieder auf Normwerte ab.
Procalcitonin (PCT): Das Vorlaufer-Molekil des Calcitonin, Procalcitonin (PCT), ist ein 13
kDa Protein mit einer in vivo Halbwertszeit von ca. 25-30 Stunden. Es wird as ein Marker
angesehen der langerfristiger as Zytokine sowie spezifischer und friher als CRP das
Entziindungsgeschehen charakterisiert [11, 124]. Gemdl3 histochemischen Untersuchungen
werden unter entziindlichen Bedingungen neuroendokrine Zellen der Lunge als Quelle von
Procalcitonin vermutet [7, 114]. Andere Autoren vermuten Leukozyten als mdgliche Quelle
[30]. Als ein Hauptstimulus fur die Induktion von PCT wird Endotoxin angesehen. 2-4
Stunden nach Induktion folgt ein Konzentrationsanstieg des Prohormons, der nach 8-24
Stunden sein Maximum erreicht [74].

PCT gilt insbesondere als friher Indikator schwerer bakterieller (aber auch parasitérer und
fungaler) Infektionen, wobel die Plasma-PCT-Spiegel mit der Schwere der Infektion
korrelieren sollen. Virale Infektionen, chronische Entzindungsprozesse, Autoimmunerkran-
kungen oder Nekrosen haben keinen signifikanten Einfluss auf die PCT-Freisetzung [11, 97,
109]. Folgende Referenzwerte werden bei der Nutzung von PCT as Entzindungsmarker
angegeben [5, 32, 73]: Gesunde < 0,5 ng/ml, Patienten mit moderater lokale bakterieller
Infektion 0,5-2 ng/ml, Patienten mit SIRS nach Polytrauma oder Verbrennungen 5-20 ng/ml,
Patienten mit schwerer bakterieller Infektion/SepsissMOF 10-1000 ng/ml.
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2.3.2.5 Lymphozytensubpopulationen

T-Lymphozyten (CD 3+)

Diese Zellpopulation macht ca. 60-80 % der rezirkulierenden Lymphozyten aus. Sie lasst sich

wiefolgt weiter differenzieren:

a) T-Helferzellen (CD3+/CD4+)
Sie unterstiitzen nach Aktivierung andere Immunzellen bei ihrer Funktion. Wesentliche
Vorgange in diesem Zusammenhang sind in Abb. 4 schematisch illustriert.
T-Helferzellen machen ca. 45 + 10 % der Lymphozyten des peripheren Blutes aus.

b) Zytotoxische-T-Lymphozyten (CD3+/CD8+)
Diese Zellen spielen bel der Abwehr virusinfizierter Zellen und Tumorzellen eine bedeu-
tende Rolle, indem sie diese nach MHC-I/T-Zellrezeptor-vermittelter Erkennung mittels
Perforinen lysieren konnen. Auflerdem Ubernehmen diese Zellen Aufgaben, die man
friher den ,, Suppressorzellen® zuschrieb, einer Lymphozytenpopulation, die sich als nicht
vorhanden herausgestellt hat. Deswegen werden diese Lymphozyten, obwohl eine suppri-
mierende Wirkung nicht fir jede dieser Zellen experimentell nachweisbar ist, im
klinischen Gebrauch zytotoxische-Suppressor-T-Zellen genannt. Sie machen im Normal-

fall 28 £ 8% der peripheren Lymphozyten aus.

Mittels weiterer Oberflachenmarker (HLA-DR, CD 69) kann zudem auf das Aktivierungs-

niveau der verschiedenen T-Lymphozyten geschlossen werden (s. Kap. 2.5.2).

B-Lymphozyten (CD 19+)

Diese Zellen spielen nach ihrer Differenzierung eine entscheidende Rolle als Antikorper-
produzent. Antigenneutralisation, Opsonisation, Zell-Lyse via Komplement oder antikorper-
abhangiger-zellularer-Zytotoxizitdt (ADCC), etc. werden mdglich. B-Lymphozyten machen
ca. 10-15% der rezirkulierenden Lymphozyten aus.

NK-Zellen (CD16+/CD56+)

Diese Zellen gehdren zu den sog. Null-Zellen. Sie machen ca. 5% der rezirkulierenden Lym-
phozyten aus und gehoren in die Gruppe der nicht durch MHC-restringierten Killerzellen. Sie
werden durch die funktionelle Eigenschaft definiert, dass sie in-vitro ohne vorherige Stimu-
lierung oder Immunisierung bestimmte Tumorzellen lysieren. Die NK-Zellen erkennen ihre

Zielzellen wahrscheinlich Uber einen lectindhnlichen Rezeptor. Bei der Zytolyse verwenden
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MHC-I1/T-Zé€ll-
rezeptorinteraktion

Die Aktivierung eines T-Helferzellsubtyps
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Abb.4: Lymphozyten als wesentliche Station bel Effektormechanismen: Nach MHC 11/T-Zellrezeptorvermit-
telter Aktivierung ruhender T-Helferzellen (T0) durch antigenprasentierende Zellen (APC) werden von ihnen
Interleukine (IL) sekretiert und somit die eigene Proliferation sowie je nach Subtyp (Tl oder Ty2) die zyto-
toxische Immunantwort (Proliferation zytotoxischer T-Zellen (Tc), Differenzierung der Large-Granular-
Lymphocytes (LGL) in nattrliche Killerzellen (NK) und Lymphokin-Aktivierte-Killerzellen (LAK), Aktivie-
rung von Phagozyten) oder die Differenzierung von B-Lymphozyten (B) zu antikérperproduzierenden Plasma-
zellen unterstiitzt.

sie vermutlich dieselbe zytolytische Maschinerie wie die zytotoxischen T-Zellen. Bei ihrer
Proliferation wirken mehrere Zytokine, wie z.B. IL-2, mit (s. Abb. 4). Den NK-Zellen wird
als biologische Wirkung die Modulation der Hdmatopoese, eine Rolle bei der Graft-versus-
host-Reaktion sowie eine Beteiligung an der Infektions- und Tumorabwehr zugesprochen.

Dennoch herrscht beztiglich ihrer biologischen Bedeutung noch keine Einigkeit.
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24  Immunoassays

24.1 ELISA (Enzyme-Linked-lmunnosor bent-Assay)

In der vorliegenden Studie wurden ausschlief3lich nichtkompetitive ELISA”s gemal? der An-
leitung des jeweiligen Herstellers verwendet. Die zugrundeliegende Technik war die ,, Two-
Site* oder ,, Sandwich-Technik: Ein auf der sog. festen Phase (Mikrotiterplatte) immobili-
sierter im Uberschuss vorliegender spezifischer Antikorper wird zunachst mit der Standard-
und den Kontrolllésungen oder dem zu testenden Antigen inkubiert. Vor einem Waschgang
wird der immobilisierte Antikorper-Antigenkomplex noch mit einem Uberschuss von
enzymmarkierten Antikorpern, die an eine oder mehrere der verbleibenden Epitope des
Anayten binden, inkubiert. Ein Substrat wird hinzugegeben. Die Enzym-Produkt-Konzen-
tration ist nun direkt mit der Konzentration des Analyten proportional.

2.4.1.1 In der Studie genutzte ELISA-KITs

Zur Bestimmung der Interleukine IL-2, IL-6, IL-8, IL-10 wurden die entsprechenden Kits der
Firma BioSource Europe S.A., Fleurus (Belgien) verwendet. Der Wachstumsfaktor TGF-51
sowie das Adhasionsmolekil humanes sSICAM-1 wurden mit ELISA-Kits der Firma R&D

Systems, Minneapolis (USA) gemessen.

2.4.2 Chemolumineszenz

Die Lumineszenzspektrometrie nutzt die Eigenschaft bestimmter Molekile, Licht auszu-
senden, wenn diese nach Energiezufuhr vom angeregten Zustand in den Grundzustand
zurtickkehren. Eine Energiezufuhr zu einem solchen Molekll resultiert also in einem bestim-
mten messbaren Lichtquant. Bei der Chemolumineszenz erfolgt diese Energiezufuhr Uber eine
chemische Reaktion.

In der vorliegenden Studie wurde mit dem immunoluminometrischen Assay , LUMItest®
PCT* von Brahms Diagnostica (Berlin) die Plasmakonzentration von Procal citonin gemessen.
Es handelt sich hierbei um einen heterogenen nichtkompetitiven Assay des Sandwich-Prin-
zips, bei dem beschichtete Rohrchen als feste Phase fungierten (sog. coated tube system). Der
an der festen Phase immobilisierte monoklonale Antikdrper bindet spezifisch an eine Unter-
einheit des Procalcitonins, dem Katalacin. Der lumineszenzmarkierte monoklonale Antikorper
bindet an eln anderes Epitop des Procalcitonins im Bereich der Calcitoninsequenz. Das Lumi-
nogen ist ein Acridinderivat, welches mittels H,O, oxidiert wird. Dabel entsteht ein Acridon

und ein Lichtquant, das vom Luminometer erfasst wird: Die Anzahl der bel der Durchfihrung
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dieses Assays erfassten Lichtquanten korreliert mit den lumineszenzmarkierten Antikorpern,
welche als Antigen-Antikorper-komplexe wiederum proportional zur Konzentration des
Antigens (hier Procalcitonin) sind. Die exakten Procalcitoninkonzentrationen wurden durch
die Luminometer-Rechner-Kombination anhand einer zuvor erstellten Standard- bzw. Master-

kurve ermittelt und dokumentiert.

2.5 Durchflusszytometrie

Die Durchflul3&zytometrie ist ein automatisiertes Verfahren zur Zelldifferenzierung anhand der
physikalischen Eigenschaften wie z.B. Ladung, Lichtstreuung, Fluoreszenz von Zellen selbst
oder von artifiziell gesetzten Oberflachenmarkern auf Zellen bzw. Zellbestandteilen.

2.5.1 Probenzufiihrung und Analyse

Die zu untersuchende Zellsuspension wird durch Uberdruck aus dem Proberohrchen tiber eine
Stahlkapillare in die aus Quarzglas bestehende Messkivette befordert. Koaxial zu diesem
Strom wird ein sogenannter zellfreier Hillstrom (Sheath-Stream) dazu verwendet, den
Probenstrom im Zentrum der Messkilvette zu stabilisieren und derart zu verengen, dass die
Zellen der Suspension einzeln in Reihe den Analysepunkt passieren. Man spricht von hydro-
dynamischer Fokussierung [81] (s. Abb. 5).

Im Analysepunkt kreuzt ein Laserstrahl den Flissigkeitsstrom. Dieser erfasst, analysiert und
klassifiziert wie folgt die vorbeiflief3enden Zellen :

a) Messung der Lichtstreuung

Der auf die jeweilige Zelle auftreffende Laserstrahl erzeugt als elektromagnetische Welle
durch die Interaktion mit der Materie (Ladungen der Atomkerne) Streulicht.

Mullaney et a. zeigten, dass die Intensitdt des in einem kleinen Winkel (0,5-2°) zum einfal-
lenden Laserstrahl gestreuten Lichts proportional zum beleuchteten Partikelvolumen ist [79].
Diese als Vorwartsstreulicht (Forward Scatter) bezeichnete Lichtstreuung wird als Mal3 fir
die Zellgrofie verwendet. Das in einem Winkel um 90° gestreute Licht wird als Seitwérts-
streulicht bezeichnet (Side Scatter) und fir das Mal3 an Granularitdt der jeweiligen Zelle
herangezogen [66, 91, 103]. Das starkere Vorwartsstreulicht wird von Photodioden, das
schwéchere Seitwértstreulicht von signalverstéarkenden Photorohren (Photomultipliertube)

quantifiziert.
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Abb. 5: Schema zur Durchflusszytometrie.
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b) Messung der Fluoreszenz

Unter Fluoreszenz versteht man
nach physikalischer Definition die
Eigenschaft verschiedener Stoffe,
wéhrend der Dauer der Belichtung
ohne merkliche Tragheit selbst zu
leuchten. Als primére Fluoreszenz
wird die Autofluoreszenz beschrie-
ben, wéahrend die sekundére eine
durch sog. Fluorchrome erzeugte
kinstliche Fluoreszenz  darstellt.
Nach der Regel von Stokes besitzt
das von de ,fluoreszierenden
Substanz  emittierte Licht eine
grofdere Wellenlénge als das von ihr
absorbierte® [120],

zenz ist das Ergebnis

denn Fluores-
einer
Anregung von Hullelektronen durch
Strahlenzufuhr. Diese erhalten somit
ein hoheres Energieniveau. Kehren
sie zu ihrem urspringlichen Ener-
gieniveau zuriick, werden Licht-
guanten frel, die als charakteris-
tisches Fluoreszenzspektrum emit-

tiert werden. Coons et a. schufen durch die Einfihrung der Immunfluoreszenz eine

Grundlage fir die Durchflusszytometrie von heute [26]: Spezifische antigene Epitope der zu

untersuchenden Zellen werden dabei mit monoklonalen Antikdrpern markiert, welche mit

Fluorochromen gekoppelt sind. Fir den Einsatz im Zytometer suchte man Fluorochrome,

deren Absorbtionsspektren tberlappend sind, aber deren Emissionsspektren charakteristisch

unterschieden werden koénnen. Im Fall des in dieser Studie genutzten Gerdtes wird ein

ARGON-Laser (Licht von 488 nm Waellenlange) zur Fluoreszenzanregung genutzt. Als

Fluorochrome dienen FITC (Fluoreszeinisothiocyanat) und PE (Phycoerythrin), ein Protein-

molekil, das zahlreiche Fluorochrome in seiner Struktur enthalt, deren Absorbtionsspektrum

mit dem des FITC u.a. bei Strahlung von 488 nm Wellenlange Uberlappt. Die Gipfel der
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Emissionsspektren dieser beiden Fluorochrome sind deutlich voneinander entfernt, so dass
eine getrennte Messung der Fluoreszenz der beiden Farbstoffe moglich ist (s. Abb. 6). Dies
geschieht dadurch, dass entsprechende Strahlenfilter die Wellenléange der interessierenden
Fluoreszenz (z.B. FITC) passieren lassen und die dazugehérige Photorohre (Photomultiplier-
tube) diese unter Kompensation der interferierenden Anteile des Spektrums der anderen

Fluoreszenz (z.B. PE) quantifiziert [112].

100

COBAFITC  ~pheg PE Abb.6: Floreszenzauswertung

bei der Durchflusszytometrie:
Man erkennt die deutlich
g voneinander entfernten FITC-
und  PE-Fluoreszenzspektren
am Beispiel markierter CD69-
Antikérper aus , Cytometry
Source Book* , Fa. Becton
Dickinson, San Jose, Cadli-

Felative Mumber of Cells

10 Fluarescence 104

b) Signalauswertung

Die so gewonnenen Informationen Uber die Lichtstreuung und die Antigenitét der Zellen, die
man, wie erkléart, fluoreszenzcodiert erhdlt, werden in der angeschlossenen Rechnereinheit
verarbeitet. Je nach seiner Konzeption kann ein Durchflusszytometer verschiedene Eigen-
schaften (z.B. zwei Lichtstreuungen und drei Fluoreszenzen) an einer einzelnen Zelle simul-
tan messen und abspeichern [91]. Das dabel verwendete Prinzip einer LIST-MODE-Daten-
aufnahme beruht darauf, dass alle erhaltenen Eigenschaften der jeweiligen Zelle in der
Reihenfolge notiert werden, in der diese den Analysepunkt passieren. So werden die Daten in
einer , Liste" gespeichert. Dadurch erhdlt man die Moglichkeit, durch Setzen eines , Filters'
die Messung zu ,, wiederholen . Man wahlt innerhalb des untersuchten Bereichs anhand einer
festzulegenden spezifischen Parameterkonstellation gewtinschte Teilmengen des Untersu-
chungsgutes heraus. Dieses Filtern wird auch ,, Gating* genannt [91]. Dadurch wird z.B. die
Untersuchung von Lymphozyten innerhalb einer lysierten Vollblutprobe moglich und inner-
halb dieses Lymphozytenfensters erlaubt das,, Gating* wiederum die Untersuchung einzelner
Lymphozytensubpopulationen (Erlauterungen zum Gating s. Kap. 4.1.3, Seite 42). Die Aus-
gaben der Auswertungen erfolgen als sogenannte ,, Two-Dot-Plots* , bel denen die Zelleigen-
schaften gemal3 der jeweiligen Achsenparameter als Punktewolke erscheinen. Abb. 7 zeigt ein

Beispiel, bei dem die Probe nach ihren Streueigenschaften analysiert wurde.
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Abb. 7: Gating bei der Durchflusszytometrie:

Die Streulichtauswertung der Zellsuspension einer lysierten Voll-
blutprobe l&sst durch das Setzen der sogenanten Gates eine Zéll-
differenzierung zu. Als Beispiel ist das Gate um die Lymphozyten
dargestellt. SSC=Seitswérts-streulicht, FSC=V orwaértsstreulicht.
Aus,, Cytometry Source Book” , Fa Becton Dickinson, San Jose,
Californien (USA)

S55C
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2.5.2 Diezur Lymphozytendiffer enzierung genutzten Antikor per

Bel der weiteren Differenzierung von Lymphozyten nutzt man wie bereits erwahnt neben der
zelleigenen Physik den Nachweis spezifischer antigener Determinanten auf der Zelloberflache
der jeweiligen Lymphozyten fir deren Typisierung (nach der CD-Klassifikation). In der
vorliegenden Studie wurden Antikorperkits der Fa. Becton Dickinson, San Jose, Californien
(USA) genutzt, um diese spezifischen Epitope zu markieren. Es handelt sich hierbei um fluo-
reszenzgekoppelte monoklonale Antikorper der Maus, die durch Fusion von murinen Mye-
lom- oder Lymphknotenzellen mit Milzzellen von entsprechend immunisierten (BALB/C-)
Mausen gewonnen werden. Das jeweilige Antigen wird bei der Zelldifferenzierung im
Zytometer anhand des Fluoreszenzspektrums seines spezifischen fluoreszenzgekoppelten

Antikorpers identifiziert. Folgende Antikorper kamen zur Anwendung:

(1) Anti-Leu-4

Der Anti-Leu-4-Antikorper reagiert mit der e¢-Kette des CD3-Antigen-/T-
Zellantigenrezeptor-Komplexes. Dieser Komplex kommt transmembrands auf alen
peripheren T-Zellen, auf unreifen Thymozyten sowie im Zytoplasma von NK-Zellen vor [8,
102].

Folglich kann man mit Anti-Leu-4 im peripheren Blut spezifisch T-Lymphozyten markieren .

(2) Anti-HLA-DR

Der genutzte Anti-HLA-DR-Antikorper reagiert mit einem nichtpolymorphen HLA-DR-
Epitop [16, 93]. Das HLA-DR-Antigen gehotrt zu den MHC-Klasse I1-Molekilen, die sich in
groRer Menge auf B-Lymphozyten, stimulierten T-Lymphozyten, Makrophagen, dendri-
tischen Zellen, Kupffer-Sternzellen und den Langerhans-Zellen der Haut sowie auf manchen
Endothelzellen finden.
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Auf reifen T-Zellen gilt das HLA-DR-Antigen als Aktivierungsmarker und wird etwa 72
Stunden nach entsprechender Stimulation auf der Zelloberflache exprimiert [61, 66].

CD3 und HLA-DR positive Zellen konnten somit als aktivierte T-Lymphozyten identifiziert
werden. Diese Kombination findet sich in der Regel bel 11 + 4 % der Lymphozyten im
peripheren Blut.

(3 Anti-Leu-3a

Das CD4-Molekul wird vom Anti-Leu-3a-Antikorper erkannt. Esist ein hauptsachlich auf T-
Lymphozyten, die MHC-Klasse-1l-assoziierte Antigene erkennen, transmembrands lokali-
siertes Glycoprotein. CD4-positiv (CD4+) sind neben T-Lymphozyten noch Thymozyten und
im geringeren Mal3e Monozyten bzw. Gewebsmakrophagen [87].

Ist bei der Durchflusszytometrie das Lymphozytengate etabliert, markiert das CD4-Epitop
zuverlassig die T-Helfer-Lymphozyten.

(4) Anti-Leu-2a

Im peripheren Blut ist das transmembrantse Glycoprotein CD8 der Oberflachenmarker von
zytotoxischen T-Lymphozyten, die spezifisch fir Antigene sind, welche von MHC-I-Pro-
teinen prasentiert werden. Es kann mit dem Anti-Leu-2a-Antikdrper markiert werden.

CD8 findet sich aul3erdem auch auf Thymozyten und auf einer Untergruppe von NK-Zellen.

(5) Anti-Leu-23

Der Anti-Leu-23-Antikorper markiert spezifisch das CD69-Antigen. Dies wird auf einer
grof3en Anzahl von Blutzellen exprimiert (aktivierte T-Zellen, unreife Thymozyten, B-Zellen,
NK-Zellen, neutrophile Granulozyten, eosinophile Granulozyten, Monozyten und Blutplé&t-
tchen [119]) und ist eines der frihesten Zelloberflachenantigene der lymphoiden Akti-
vierung: Die CD69-Expression erreicht bel aktivierten Lymphozyten ihren Hohepunkt nach
18 Stunden, also vor dem Erscheinen von HLA-DR, vom Interleukin-2-Rezeptor (CD25-
Antigen) und vom Transferrin-Rezeptor (CD71-Antigen) [24, 117, 118].

Innerhalb des Lymphozytenfensters bei der Durchflusszytometrie lassen sich somit CD4- und
CD69-positive (CD4/69+) fruhaktivierte T-Helferzellen bzw. CD8- und CDG69-positive
(CD8/69+) fruhaktivierte zytotoxische T-Lymphozyten identifizieren. Im Normalfall liegt der
Antell CD69 positiver Lymphozyten unter 10 %.

(6) Anti-Leu-11c/Anti-Leu-19

- 24 -



Material und Methoden

CD16 (FcyRIII) ist der durch den Anti-Leu-11c erkennbare niedrig affine Rezeptor fir 1gG.
Er wird auf der Mehrzahl von NK-Zellen, auf neutrophilen Granulozyten und Makrophagen
exprimiert und ist bel der antikdrperabhangigen zelluldren Zytotoxizitét beteiligt.

Das CD56-Antigen ist ein membrangebundenes Glycoprotein der Immunglobulin-Super-
familie, welches mit dem Anti-Leu-19-Antikorper identifiziert wird und im peripheren Blut
auf NK-Zellen zu finden ist [27].

Die Natirlichen Killerzellen wurden durch das simultane Vorkommen dieser beiden Epitope

identifiziert.

(7) Anti-Leu-12

CD19 ist ein durch den Anti-Leu-12-Antikorper markierbares transmembrandses Glyco-
protein der Immunglobulin-Superfamilie, welches nur auf normalen und neoplastischen B-
Lymphozyten zu finden ist. Frih von B-Progenitorzellen im Knochenmark exprimiert bleibt
es wahrend alen Stadien der B-Zell-Reifung erhalten bis es bei der Differenzierung zu

Plasmazellen verloren geht.

26  Statistische Methodik

In der vorliegenden Studie wurde mit einem Signifikanzniveau von o = 0,05 gearbeitet,
Testentscheidungen mit p-Werten zwischen 0,05 und 0,01 wurden als signifikant, Werte
kleiner als 0,01 as hochsignifikant bezeichnet.

Da bei den meisten Testverfahren vorausgesetzt wird, dass die Daten normalverteilt sind,
wurde diese Voraussetzung mit dem von Lilliefors modifizierten Kolmogorov-Smirnov-Test
gepruft. Fur diese Arbeit ergab sich fur samtliche Daten, die im zeitlichen Verlauf gemessen
wurden, in beiden Gruppen keine Verletzung der Annahme der Normalverteilung der Daten.
Allerdings wurden fur die anderen, einfach gemessenen, Parameter wie Alter, Grof3e, Gewicht
die Normalverteilung nicht angenommen

Je nachdem, ob die Hypothese der Normalverteilung der Daten angenommen wurde oder
nicht, wurden parametrische Tests oder nicht-parametrische (Rang-) Tests durchgefihrt [18,
38, 42, 59, 68]. Die verwendeten Tests, ihre Anwendungsgebiete und die zugrundeliegenden
Hypothesen zeigt die Tabelle 1.

Da Mehrfachmessungen an der gleichen experimentellen Einheit (Patient, Pflanze, Maschine,
etc.) dazu tendieren, einander korreliert zu sein, wurde diesem Sachverhalt beim Vergleich

der SIRS- mit der Kontrollgruppe mit multivarianten Methoden Rechnung getragen. Kénnen
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die Messungen, wie in dieser Studie, als Stufe eines experimentellen Faktors wie , Zet*,
»Behandlung‘ oder ,, Dosis' aufgefasst werden, so wird die bestehende Korrelation mit der
Durchfihrung einer Varianzanalyse mit M esswiederholungen beriicksichtigt.

Tab. 1: Statistische Testsder Studie, deren Anwendungsgebiet und Arbeitshypothese

Test Anwendung Hypothese

t-Test fUr unabhéngige Gruppenvergleiche (zwel Gruppen) | Gleichheit der Mittelwerte
Stichproben bei normalverteilten Daten in den Gruppen
Mann-Whitney-Test Gruppenvergleiche (zwel Gruppen) | Gleichheit der Medianein

bei nicht normalverteilten Daten den Gruppen

Messwiederholungsanalyse | Vergleich von mehreren abhéangi- | Gleichheit der Mittelwerte
(multivariante Varianzana- gen Variablen (z.B. Messungen in | der abhéngigen Variablen
lyse) der Zeit) bei normalverteilten Da- | (keine Verdnderung im

ten Zeitverlauf)

In der bel der vorliegenden Studie durchgeftihrten Messwiederholungsanalyse sollten die

folgenden Fragen gekléart werden:

(1) Sind die Daten an den Messzeitpunkten im zeitlichen Verlauf konstant?
(2) Unterscheiden sich die beobachteten Daten zwischen den betrachteten Gruppen im

zeitlichen Verlauf ?

(3) Unterscheiden sich die beobachteten Daten zwischen den betrachteten Gruppen im

zeitlichen Durchschnitt ?

Um die Einflusse der Gruppenzugehérigkeit auf den zeitlichen Durchschnitt (Frage 3) der

untersuchten Parameter zu analysieren, wurde eine einfaktorielle Varianzanalyse durchge-
fahrt.

Weiterhin sollte geprift werden, wie sich die Werte der zu analysierenden Parameter im

zeitlichen Verlauf (Frage 1 und 2) verandern. Dafur kénnte sowohl ein univarianter als auch

ein multivarianter Ansatz verwendet werden [55]. Welches der beiden Verfahren in dieser
Studie zur Analyse herangezogen wurde, basiert auf einer Empfehlung von Maxwell und
Delaney [72]: Demnach wird der univariante Ansatz bei einer Stichprobenanzahl von n <k +
10 (k = Anzahl der Messwiederholungsstufen) als trennscharfer angesehen. Also wurde das
univariante Verfahren in dieser Studie angewendet. Dazu wurden im Hinblick auf die eben

gemachten Bemerkungen die notwendigen V oraussetzungen zur Anwendung des univarianten
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Verfahrens Uberprift. Zunéchst ist es notwendig, die Spherizitdt zu prifen. Diesem Zweck
dient der Test von Mauchly. War die Voraussetzung der Spherizitét nicht gewéahrleistet,
wurde aternativ eine modifizierte Form des univarianten Ansatzes verwendet, die auf der
Multiplikation der Zahler und Nennerfreiheitsgrade mit Korrekturfaktoren (Epsilons) basiert.
Dabel tendiert das Greenhouse-Geisser-Epsilon das ,, wahre' € zu ,, unterschétzen® (konser-
vativ), und das Huynh-Feldt-Epsilon das € zu ,, Uberschdtzen® [72]. Fur den Fall, dass die
Voraussetzung der Spherizitét nicht erfullt war, wurde die Grennhouse-Geisser-Korrektur
verwandt. Sind wie in dieser Studie mehrere Gruppen involviert, kommt eine weitere
Voraussetzung zur Durchfihrung des univarianten Verfahrens hinzu. Diese verlangt die
Gleichheit dler Varianz-Kovarianz-Matrizen der Gruppen. Diese Voraussetzung wurde mit
dem Box-M Test Uberpriift. Handelt es sich um balancierte Daten, ist die Verletzung gleicher
Varianz-Kovarianz-Matrizen nicht schwerwiegend, d.h. die verwendete univariante Test-
statistik ist robust [111] .

Bei der Interpretation muss zwischen einer horizontalen [Verdnderungen der Messwerte im
Zeitverlauf, Frage (1)], einer vertikalen [Unterschiede der Daten der Gruppen im zeitlichen
Durchschnitt, Frage (3)] und einer gemischten Betrachtung [Profilanalyse bzw. Unterschiede

im zeitlichen Verlauf der Messwerte der Gruppen, Frage (2)] unterschieden werden.

Die anschlief3end durchgefihrten Einzelbetrachtungen an den einzelnen Messzeitpunkten und
in den einzelnen Gruppen blenden Aspekte dieser Betrachtungen aus und konnen daher auch,
auf den ersten Blick, zu widersprichlichen Ergebnissen fihren. Daher wurde bei der Analyse
auf eine Einzelbetrachtung an den Zeitpunkten verzichtet, an denen bel der Fragestellung (3)
keine signifikanten Unterschiede vorkamen. Die durchgefiihrten Einzelbetrachtungen zu den
jeweiligen Messzeitpunkten wurden aufgrund der multiplen Vergleiche nach Bonferroni
korrigiert, d.h. das Signifikanzniveau von 0,05 wurde in Abhéngigkeit der Anzahl der
M esswiederholungen verschérft ( p<0.0125).

Zur Untersuchung Uber die Stérke des (linearen) Zusammenhangs bzw. von Je-Desto-Hypo-
thesen zwischen zwei oder mehr Variablen dient die Korrelationsanalyse, deren Kennzeich-
nungsmaldzahl der "Korrelationskoeffizient" (r) fur gleichskalierte metrische oder ordinale
Variablen ist. Bel den in der Arbeit zu untersuchenden Variablen, die metrisch skaliert und
nicht normalverteilt sind, wurde der (Rang-) Korrelationskoeffizient nach SPEARMAN
bestimmt. Ahnlich dem bekannteren Pearson”schen Korrelationskoeffizienten handelt es sich

hierbei und eine standardisierte dimensionslose Grofe, die Werte zwischen -1 und +1
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annehmen kann, wobei die Werte 1 einen perfekten linearen Zusammenhang anzeigen.
Haben jedoch die Werte zweier Variablen einen solchen Zusammenhang nicht, zeigt sich dies
an einem Koeffizienten nahe bei Null. Anders als der Pearson sche Koeffiziente misst der
Korrelationskoeffizient nach Spearman nicht den linearen Zusammenhang, sondern den
monotonen Zusammenhang zweier Variablen [je grofier, desto grofer (resp. niedriger)]. Bei
der Korrelationsanalyse wurde die Hypothese getestet, dass der jeweilige Koeffizient gleich
null ist. Korrelationskoeffizienten ab 0,7 wurden fir einen Zusammenhang als bedeutend

gewertet.

Der Test auf Unabhangigkeit bei den Kontingenztafeln mit ordinalen bzw. nominalen Zeilen-
und Spaltenmerkmalen wurde in Anbetracht der in dieser Arbeit vorherrschenden kleinen
Fallzahlen mit dem exakten Fisher-Test durchgefiihrt, der die statistische Hypothese, dass
vollstéandige Unabhangigkeit herrscht, pruft. Wird diese Hypothese abgelehnt, so kann davon
ausgegangen werden, dass die Spalten- und Zeilenverteilungen in der Tafel nicht gleich sind.
Wird die Hypothese nicht abgel ehnt, so kann von Unabhéngigkeit der Merkmal e ausgegangen

werden.
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Er ni

3.1 Vergleich von Kontroll- und SIRS-Gruppe

3.1.1 Vergleich préaoperativer und operativer M erkmalsauspragungen

3.1.1.1 Biometrische Daten

In einem ersten Schritt wurden die beiden Gruppen auf Unterschiede der biometrischen Daten
untersucht, um ihre Vergleichbarkeit zu gewéhrleisten. Die Patientengruppen wurden im
Hinblick auf Alter, KorpergrofRe, Gewicht, linksventrikul&rer-enddiastolischer-Druck
(LVEDP), préoperative NYHA-Klassifikation und Vorliegen einer Hauptstammstenose, einer
Hypertonie oder Fettstoffwechsel stérung verglichen.

Bel den Variablen Alter, Grofle, Gewicht und LVEDP wurde unter der Annahme nicht
normalverteilter Daten auf einen Gruppenunterschied mit dem Mann-Whitney-Test gepruft
(Tab.: 2).

Tab. 2: Vergleich der biometrischen Daten von SIRS- und Kontrollgruppe

Parameter SIRS-Gruppe (N=10) |Kontrollgruppe (N=15) |Signifikanz-
Mittelwert |SD Mittelwert SD niveau®

Alter (Jahre) 67,30 7,60 65,67 913 (0,85

GroRe (cm) 175,70 544 [170,13 558 [p<0,05

Gewicht (kg) 83,90 6,94 [79,20 79 [0,12

LVEDP (mm Hg)? 13,50 387 [16,67 804 053

) Exakte Signifikanz Mann-Whitney
?) pragoperativer Wert

Bel den Variablen NYHA-Klassifikation (NYHA [-1V), Hauptstammstenose (ja/nein), Hyper-
tonie (ja/nein) und Fettstoffwechselstorung (ja/nein) wurde der exakte Fisher-Test fur 2x2-
Kontingenztafeln auf gleiche Zeilen/Spaltenverteilungen durchgefihrt.

Es zeigten sich bis auf den Parameter Korpergrofie keine Unterschiede zwischen den beiden
Patientengruppen. Dieser Parameter ist fir den zu untersuchenden Sachverhalt als nicht
wesentliche Einflussgréf3e zu betrachten. Daher wurde von einer vergleichbaren Gruppen-

konstellation ausgegangen.
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3.1.1.2 Oper ationsdaten

Als néchstes wurden die Gruppen bzgl. der Einflu3grésse ,, Operation® verglichen. Da die
Studienpatienten bei vergleichbarem Grundleiden (Revaskularisationsbedarf) einem stan-
dardisierten Eingriff (Aortokoronare Bypassoperation unter extrakorporaler Zirkulation)
unterzogen wurden, galt es in diesem Zusammenhang, im Hinblick auf die Operationszeiten
(gesamte Operationsdauer (OP-Zeit), die Dauer der extrakorporalen Zirkulation (EKZ-Zeit),
die Ischd&miezeit) und die Anzahl der im Rahmen der Operation geschaffenen Anastomosen
zu vergleichen. Unter der Annahme nicht normalverteilter Daten wurde hierfir der Mann-
Whitney-Test angewendet (s.: Tab. 3):

Tab. 3: Vergleich der Operationsdaten von SIRS- und Kontrollgruppe

Parameter SIRS-Gruppe (N=10) |Kontrollgruppe (N=15) |Signifikanz-
Mittelwert  [SD Mittelwert SD niveau”

OP-Zeit (min) 309,10 64,27 (213,33 39,04 |p<0,01

EKZ-Zeit (min) 150,60 48,72 106,73 20,13 |p<0,01

| schamiezeit (min) 82,60 28,86 |64,47 1356 |p<0,05

Anastomosenanzahl 3,40 0,84 3,60 0,91 0,53

1 Exakte Signifikanz Mann-Whitney

Esfand sich bei der SIRS-Gruppe eine hochsignifikant 1&ngere Dauer der Operation (OP-Zeit)

und der extrakorporalen Zirkulation (EKZ-Zeit) sowie eine signifikant langere | schamiezeit.

3.1.2 Vergleich der postoperativen Parameter des I mmunmonitorings

Da es sich bei den erfassten immunologischen bzw. Entziindungs-Parametern um eine
Mehrfachmessung im Zeitverlauf handelte, wurde fir den Vergleich der Daten eine
M esswiederholungsstudie durchgefihrt (s. Kap. 2.6/Tab. 4).

3.1.2.1 Betrachtung des I nner subj ekteffekts

Die Betrachtung des Innersubjekteffekts im Hinblick auf das zeitliche Mittel der gepoolten
Daten der Beobachtungsgruppen (Innersubjekteffekt/Zeit) liefert u.a. Hinweise auf die
Kinetik der untersuchten Parameter. Es fanden sich hierbei im Verlauf signifikante
Veranderungen der Parameter Temperatur (p<0,05), CRP (p<0,01), Interleukin-6 (p<0,01),
sICAM-1 (p<0,01) und Procalcitonin (p<0,01). Bei den Lymphozyten anderte sich der Anteil
an T-Zellen (CD3+/p<0,01), der T-Helfer- und T-Suppressorzellsubpopulationen (CD4+;
p<0,05 bzw. CD8+; p<0,01), der fruhaktivierten T-Helferzellen (CD4/CD69+; p<0,05) und
der NK-Zellen (CD16/56+; p<0,01).
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Die Auswertung im Hinblick auf die Parallelitdtshypothese (Innersubjekteffekt/Zeit * Grup-
pe) vergleicht die Daten der beiden Beobachtungsgruppen (SIRS- und Kontrollgruppe) im
Hinblick auf deren zeitlichen Verlauf. Hier finden sich Unterschiede der Verlaufsprofile beim
Anteil der B-Lymphozyten (p<0,01) und beim Entztindungsparameter Procalcitonin (p<0,05).
Im Umkehrschluss konnte die Hypothese eines parallelen Verlaufs der Profile der tbrigen
Parameter nicht abgelehnt werden (s. Graphik 1 und 2).

Tab. 4: Vergleich der postoperativen Daten des | mmunmonitoringsvon SIRS- und Kontrollgruppe

Par ameter | nner subj ekteffekt? Zwischensub-{Unterschiede der
jekteffekt?  |Parameter zu den

Zeit? |Zeit*Gruppe? |Gruppen M esszeitpunkten®

APACHE-Score |0,11 0,27 p<0,01 aled

Temperatur p <0,05|0,15 p<0,01 ale4

Hamoglobin [008 [0,32 0,23 -

Hamatokrit 006 [0,29 0,93 -

L eukozytenzahl 021 [056 p<0,05 2,3und 4

C-reaktives Protein p <0,01{0,63 0,19 -

Creatinin |0,38 0,59 0,12 -

| nterleukin-2 008 |- p<005” [2und3

Interleukin-6 p<0,01(0,23 p<0,01 2und 3

Interleukin-8 10,15 0,16 p<0,01 2,3und4

| nterleukin-10 017 [023 0,09 -

|ICAM-1 p < 0,01]0,07 p<0,01 dle4

TGF-B; 047 0,29 p<0,05 1und 2

Procalcitonin p<0,01|p<0,05 p<0,01 ale4

CD3+ Lymphozyten® p<0,01]0,32 p<0,05 1 und 4

CD3/HLA-DR+ Lymphozyten®[0,42  [0,12 0,19 -

CD4+ Lymphozyten® p<0,05/0,57 0,73 -

CD8+ Lymphozyten® p<0,01|0,43 p<0,01 2,3und 4

CD4/CD69+ Lymphozyten® |p<0,05/0,17 p<0,01 3und 4

CD8/CD69+ Lymphozyten®  [0,77 0,55 0,35 -

CD16/CD56+ Lymphozyten® |p<0,01[0,18 0,58 -

CD19+ Lymphozyten® 008 [p<o0,01 p<0,01 2,3und 4

DUnivariante Verfahren, da geringer Stichprobenumfang. Falls Spherizitat nicht gegeben, wurde Greenhouse-

Geisser verwendet.

2H,: Die Messwiederholungsvariablen liefern im Mittel den gleichen Wert.
9H,: Zwischen den betrachteten Gruppen gibt es keine Unterschiede bzgl. des zeitlichen Verlaufs des Profils

(Parallelitatshypothese).

“H,: Zwischen den betrachteten Gruppen gibt es keinen Unterschied bzgl. des zeitlichen Durchschnitts der

Daten.

% Messzeitpunkte, die Unterschiede der Parameterauspréagung der beiden Gruppen (SIRS- und Kontrollgruppe)
auf multiplem Signifikanzniveau ergeben (p<0.0125). 1=1. postoperativer Tag, 2=2. postoperativer Tag, usw.
® Nur Daten in der SIRS-Gruppe getestet.
Y Nur Daten in der SIRS-Gruppe getestet, Test auf Unterschiede des Mittelwertes zum fixen Wert 0,1 IU/ml als
untere Nachwei sgrenze des angewendeten Nachweisverfahrens.
®Bei den Lymphozytensubpopulationen wurde gemaf der Empfehlung von The National Committee for Clinical
Laboratory Standards (NCCLS) jeweils der Anteil der Zellen, welche den jeweiligen Marker tragen, an den
Gesamtlymphozyten in Prozent angegeben und nicht die Anzahl aller Ereignisse im Gate als Grundmenge

genutzt.
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Graphik 1: Parameter B-Lymphozyten-
anteil nach Gruppen im Zeitver |l auf
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3.1.2.2 Betrachtung des Zwischensubjekteffekts

Der Vergleich des zeitlichen Durchschnitts der Merkmalauspragungen der jeweiligen
Gruppen (Zwischensubjekteffekt) zeigte Unterschiede bel den Messwerten fiir die Temperatur
(p<0,01), die Leukozytenzahl (p<0,01), Interleukin-2 (p>0,05), Interleukin-6 (p<0,01),
Interleukin-8 (p<0,01), von sSICAM-1 (p<0,01), TGF£; (p<0,05) und Procalcitonin (p<0,01).
Bel den zelluldren Markern ergaben sich Unterschiede bei den CD3+ (p<0,05), CD4/49+
(p<0,01), CD8+ (p<0,01) und CD 19+ (p<0,01) Lymphozyten.
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3.1.2.3 Unter suchung auf Gruppenunter schiede zu den einzelnen M esszeitpunkten

Die Parameter, deren Ausprégung beim Gruppenvergleich einen signifikanten Unterschied
bzgl. des Zwischensubjekteffekts zeigten (Gruppenunterschied des zeitlichen Durchschnitts
der Messwerte), wurden in einem weiteren Schritt einer Einzel betrachtung unterzogen.

So konnten die Messzeitpunkte eruiert werden, an denen auf multiplem Signifikanzniveau
(p< 0,0125) ein Unterschied zwischen den Daten der beiden Gruppen bestand. Die Merkmale
Temperatur und Leukozytenanzahl wurden dabei nicht weiter ausgewertet, da sie als Para-
meter des APACHE-II-Scores zur Zuteilung der Patienten in die jeweiligen Beobachtungs-

gruppen beitrugen.

3.1.23.1 Interleukineund TGF-B;

Fur Interleukin- 2 wurde bei der Kontrollgruppe ein Plasmaspiegel von 0.1 [U/ml
angenommen. Dieser Wert entsprach der unteren Nachweisgrenze des angewendeten Mess-
verfahrens, mittels dessen fur die Kontrollgruppe kein I1L-2 nachweisbar war. Unter diesen
V oraussetzungen zeigten sich in der SIRS-Gruppe am zweiten und dritten postoperativen Tag
signifikant erhéhte Spiegel (s. Graphik 3).

Graphik 3: Vergleich der Interleu-
kin-2-Konzentrationen zwischen
SIRS- und Kontrollgruppe

1.5
I S|RS-Gruppe
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plem Signifikanzniveau
(p<0,0125)
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(1U/ml)
o
T

LLi

Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 4
M esszei tpunkt

Die Graphiken 4 und 5 zeigen, dass fur Interleukin-6 in der SIRS-Gruppe ebenfalls am
zweiten und dritten postoperativen Tag signifikant erhdhte Werte zu beobachten waren,
wahrend bel Interleukin-8 zusétzlich auch am vierten postoperativen Tag ein ebensolcher

Unterschied zu verzeichnen war.
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H SIRS-Gruppe
B Kontrol | gruppe
* Unterschied auf multi-
plem Signifikanzniveau
(p<0,0125)

H SIRS-Gruppe
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Fir Interleukin-10 konnte trotz hoheren Niveaus der Konzentrationen in der SIRS-Gruppe

kein Gruppenunterschied zu den einzelnen M esszeitpunkten gefunden werden.

Die Graphik 6 demonstriert die Verhédltnisse bei dem Wachstumsfaktor TGF-B;. Hier liegen

in der SIRS-Gruppe an den ersten beiden postoperativen Tagen signifikant hdhere Konzentra-

tionen vor.
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Graphik 6: Vergleich der TGF-f1-
Konzentration zwischen SIRS-
und Kontrol I gruppe
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31232 s ICAM-1
Die Serumkonzentrationen der 16slichen Form des Adhasionsvermittlers ICAM-1 waren zu

alen Zeitpunkten bel den Patienten der SIRS-Gruppe signifikant hoher als bei denen der
Kontrollgruppe (Graphik 7).

Graphik 7: Vergleich des Parameters
slcam-1 zwischen SIRS-und
Kontrollgruppe
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31233 Akute-Phase-Proteine: Procalcitonin und C-reaktives Protein (CRP)
Das Procalcitonin war neben siICAM-1 der einzige Parameter, der zu allen Messzeitpunkten
signifikant hohere Konzentrationen bei den Patienten der SIRS-Gruppe zeigte (Graphik 8).
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(p<0,0125)

Die Auswertung der Messwerte fir das CRP lief3 Unterschiede zwischen den Untersuchungs-

gruppen vermissen .

31234
Bel der Untersuchung der Lymphozytensubpopulationen konnten in der SIRS-Gruppe am

L ymphozytensubpopulationen

ersten und vierten postoperativen Tag signifikant reduzierte Antelle an T-Lymphozyten

(CD3+) erfasst werden (s. Graphik 9). Gleichzeitig konnten aber in dieser Gruppe fir die

Messzeitpunkte 2, 3 und 4 signifikant erhohte Anteile an B-Lymphozyten (CD19+)

verzeichnet werden (Graphik 10).
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B Kontrollgruppe
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plem Signifikanzniveau
(p<0,0125)

Bel den Subpopulationen der T-Lymphozyten wurden am 2., 3. und 4. postoperativen Tag

signifikante Unterschiede bei den Anteilen der zytotoxischen-Suppressor-T-Lymphozyten

(CD8+ Lymphozyten) beobachtet. Wiederum waren geringere Anteile dieser Zellen in der
SIRS-Gruppe zu finden (Graphik 11).

Antell der CD8+
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Graphik 11: Vergleich der Anteile der
CD8+ T-Lymphozyten an den Ge-
samtlymphozyten zawischen SIRS- und
Kontrollgruppe
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Was die frihaktivierten T-Helferzellen angeht, so wurden am 3. und 4. postoperativen Tag bei
der SIRS-Gruppe signifikant hohere Anteile gemessen (Graphik 12).

Graphik 12: Vergleich der Anteile der
CD4/CD69+ T-Lymphozyten an den
Gesamtlymphozyten zawischen SIRS-

und Kontrollgruppe
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Kene Unterschiede wurden beim Vergleich der Antelle der T-Helferzellen (CD4+), der
aktivierten T-Lymphozyten (CD3/HLA-DR+), den frihaktivierten Zytotoxischen-Supressor-
T-Zellen (CD8/CD69+) sowie den Natirlichen Killerzellen (CD16/56+) gefunden.

Eine tabellarische Aufstellung der einzelnen Mittelwerte und Standardabweichungen beim
Vergleich der erfassten Parameter zwischen Kontroll- und SIRS-Gruppe zeigt Anhang 1V.I,
Seite 82.

3.1.3 Korrelation der Operationszeiten mit den |mmunparametern

Die Operationszeiten wurden bereits als eine mdgliche Einflussgrofie in Kapitel 3.1.1.2 (Seite
28) herausgearbeitet. Deshalb wurden die Operationsdauer, die Dauer der extrakorporalen
Zirkulation und die Ischémiezeit mit allen postoperativ erfassten Parametern korreliert. Dabel
ergaben sich nur vereinzelte auf verschiedene Zeitpunkte beschrankte Beziehungen, so dass
man die in dieser Studie erhaltenen Merkmalsauspragungen als nicht mit den gemessenen
Operationszeiten korrelierbar ansehen muss. Hier bréchten u.U. Erhebungen an gréf3eren

Patientenkollektiven eindeutigere Ergebnisse.

- 38 -



Ergebnisse

3.1.4 Vergleich der Verlaufsparameter
Abschlief3end wurden die postoperativen Verlaufe der beiden Gruppen verglichen. Parameter
hierfir waren die Dauer der postoperativen Nachbeatmung, des Aufenthalts auf der Intensiv-

station, die Inzidenz von Infektionen und das Anwenden einer Nierenersatztherapie.

Tab. 5: Vergleich der Verlaufsparameter von SIRS- und Kontrollgruppel

Parameter SIRS-Gruppe (N=10) | Kontrollgruppe (N=15) |Signifikanz-
Mittelwert  [SD Mittelwert SD niveau”

Nachbeatmungszeit (h) (97,20 58,93 |12,89 3,60 p<0,01

Intensivaufenthalt (d)  [8,00 4,16 2,27 0,70 p<0,01

Y Exakte Signifikanz Mann-Whitney

Tab. 6: Vergleich der Verlaufsparameter von SIRS- und Kontrollgruppel |

Kreuztabelle I nfektion p<0.0005 )
Infektion / Gruppe ja nein (hochsignifikant V)
SIRS-Gruppe 8 2

Kontrollgruppe 1 14

) GemaR exaktem Fischer-Test fiir 2x2-K ontingenztafeln

Es zeigte sich dabei, dass die Patienten der SIRS-Gruppe eine hochsignifikant langere
Nachbeatmungszeit und Intensivpflichtigkeit aufwiesen (s. Tab 5). AulRerdem waren in dieser
Gruppe hochsignifikant mehr Infektionsfélle (p<0,0005) zu verzeichnen, deren Inzidenz
frihestens am 10. postoperativen Tag zu verzeichnen war (s. Tab. 6).
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3.2 Vergleich der Daten von Uberlebenden und Verstorbenen innerhalb der
SIRS-Gruppe

Eine weitere Untersuchung galt dem etwaigen Unterschied der Merkmal sausprégungen inner-
halb der SIRS-Gruppe (n=10) zwischen Uberlebenden (n=6) und verstorbenen (n=4) Patien-
ten. Dabel galt der Beobachtungszeitraum bis zwei Wochen postoperativ als ausschlaggebend
fUr die Gruppenunterteilung.

Es handelte sich bei dieser Untersuchung wiederum um biometrisch vergleichbare Gruppen-
konstellationen (s. Anhang IV.I1).

Abgesehen von vereinzelten Unterschieden innerhalb der Parameter im Zeitverlauf zeigte nur
der Parameter Procalcitonin bel diesen Gruppen konsistent Unterschiede mit bis zu dreimal

hoheren Spiegeln in der Gruppe der verstorbenen Patienten (s. Graphik 13/ Anhang IV.11).
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4. Di ion

4.1 Diskussion der M ethoden

4.1.1 Das Patientenkollektiv

Ziel unserer Studie war es, systematisch die bisher nur unzureichend untersuchten initialen
Geschehnisse beim eskalierenden SIRS zu verfolgen. Fir diese Zwecke boten sich Patienten
nach kardiochirurgischen Eingriffen unter extrakorporaler Zirkulation an, da diese regelhaft
postoperativ die SIRS-Kriterien nach ACCP und SCCM eflllen. Aus diesem Kollektiv
wurden jedoch ausschliefdich Patienten nach elektiver koronararterieller Bypassoperation
rekrutiert, um bei vergleichbarem chirurgischen Trauma von einem einheitlichen Ausl6ser des
SIRS ausgehen zu kénnen. Zudem konnte man so den Beobachtungen von Welters et al.
gerecht werden, die zeigten, dass je nach kardialer Grunderkrankung unterschiedliche
EinflUsse auf immunologische Parameter der Patienten bestehen kénnen [122].

Um die Ereignisse beim schweren SIRS umfanglich dokumentieren zu konnen, bedarf es
einer frihestmdglichen Identifizierung der betroffenen Patienten. Den Schlissel hierfir stellte
die Risikoevaluation mittels APACHE-II-Score basierend auf den Ergebnissen von Pilz dar
[89]. So konnte ein Patientenkollektiv mit blander Prognose einer Risikogruppe (, SIRS
Gruppe*) gegenubergestellt werden .

4.1.2 Scoresysteme zur Risikostratifizierung

Unter einem Score versteht man ein Punktesystem zur quantitativen Erfassung von Befunden.
Das Wesen dieser Systeme liegt darin, dass der jewellige erarbeitete Punktewert eine Anzahl
eingehender Parameter subsumiert und dabei versucht, letztere auch in Bezug auf die
Prognose der Patienten zu bewerten. Fur die Prognose des Einzelfalls sind die Scoresysteme
ungeeignet, es handelt sich also um einen statistischen Prognoselieferanten, mit dem man das
Letalitatsrisiko von Patientengruppen abschétzen kann [85, 94, 106, 116]. Dennoch bieten die
Scores die Moglichkeit einer Schweregradklassifikation von Krankheitszustanden einzelner
Patienten und erlauben so neben der Kontrolle der Effektivitdt von Therapieprinzipien [89]
oder der eigenen Therapieeffizienz [58] auch einen Vergleich verschiedener Patientenkol-
lektive im Rahmen klinischer Studien [57, 90].

Die Grundlage fur die Verwendung des APACHE Il Sores bel dieser Studie stellten die
Ergebnisse von Pilz et al. dar. Diese Gruppe zeigte, dass man mit dem APACHE Il Score bei

kardiochirurgischen Patienten bereits am ersten postoperativen Tag mit , hoher Zuverlds-

-41 -



Diskussion

sigkeit und Trennschéarfe® das grof3e Kollektiv von Niedrigrisikopatienten mit unkompli-

ziertem Verlauf von der kleinen Patientengruppe mit hohem Risiko abgrenzen kann. Die

Hochrisikoklientel machte dabei 2-3 % der herzchirurgischen Patienten aus und hatte eine

Mortalitét von 76% [89]. Welterhin qualifizierten die folgenden Eigenschaften den APACHE

[l Score fur diese Studie:

(1) Die Parameter, die in den Score eingehen (siehe Anhang |1, Seite 79), werden bel der
ublichen Intensivpflege im Routineablauf erhoben, so dass die Ermittlung des Scores
einfach und fur die Patienten mit keiner zusétzlichen Belastung verbunden ist.

(2) Dieser Score besitzt den Vorteil einer minimalen subjektiven Beeinflussbarkeit [125] und
eine zuverlassige Reproduzierbarkeit [29].

(3) Aufgrund seiner wiederholten prognostischen Validierung bel septischen Patienten ist
dieser Score ausdriicklich von einer Konsensuskonferenz zur Schweregradquantifizierung
bei Sepsisstudien empfohlen worden [84, 90].

4.1.3 Durchflusszytometrie

Die Lymphozytensubpopulationen wurden durch die direkte Zweifarbenfluoreszenz als ,, Voll-
blutmethode” identifiziert, bel der die Lymphozyten Uber direkt fluorochromkonjungierte
monoklonale Antikdrper markiert werden. Die Erythrozyten wurden dabel durch einen Lyse-
schritt abgetrennt. Vorteilhaft ist bel dieser Methode, dass man eine geringe Menge Zellen
benttigt, dass alle Leukozyten als Grundmenge erfasst werden, dass die Problematik
unspezifischer Bindung tber den Fc-Rezeptor kaum zum Tragen kommt und dass es sich um
eine einfach durchzufthrende Probenvorbereitung handelt.

Von den drei Arbeitsschritten der Immunfluoreszenzanayse ist die Probenvorbereitung und
Farbung die priméare Fehlerquelle, da die wenigsten verflgbaren experimentellen Protokolle
in alen Punkten optimiert sind und mdglicherweise Artefakte durch schlechtes Zell- oder
Féarbematerial entstehen.

Eine weitere Fehlerquelle stellt das,, Gating® im Rahmen der Durchflusszytometrie dar. Hier
konnen Zellen bei der Analyse , verloren gehen® und Inteferenzen durch kontaminierende
Z€llen, die dhnliche Epitope wie das zu untersuchende Zellmaterial aufweisen (z.B. CD4 als
Antigen auf T-Helferzellen und Makrophagen), entstehen, die die Ergebnisse verfé schen.

Um diese Fehler zu minimieren, nutzt die bei dieser Studie verwendete SimulSet"™-Software
bei der Lymphozytendifferenzierung die sogenannte ,, Back-Gating” -Technik, die bereits von
Loken et a. im Detail beschrieben worden ist [67]. Hierbei wird die Auswertung der CD45-

und CD14-spezifischen Fluoreszenzsignale in Kombination mit Daten der Streueigenschaften
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der untersuchten Zellen zur Etablierung und Validierung der Lymphozytengates genutzt. Die
so erhatenen Gates beinhalten > 95% aller Lymphozyten der Probe. Innerhalb der Gates
finden sich > 90 % Lymphozyten < 3 % Monozyten, < 6 % Granulozyten und < 10 % Debris
[34]. Damit werden die Forderungen vom amerikanischen ,, National Institute of Allergy and
Infectious Diseases, Division of Aids’ im , Gudeline for Cytometric |mmunophenotyping'*
bei weitem erfullt: Hier wird fir ein Lichtstreuungs-Gate die Validierung mittels fluoro-
chromkonjugierter CD 45- und CD14-Antikérpern verlangt. Zudem soll das Gate im optima-
len Fall > 95 % aler Lymphozyten enthalten, gefordert wird jedoch ein Minimum von 90 %.
Desweiteren mussen die phénotypisch ausgemachten Lymphozyten innerhalb dieses Gates
mindestens 85 % aller vorkommenden Elemente ausmachen [20].

Zur Elimination von Einflussen auf die Fluoreszenzauswertung in Rahmen der weiteren
Lymphozytendifferenzierung wie ,, Hintergrundrauschen”, Autofluoreszenz und zur Mini-
mierung der Beeintrachtigung der Messgenauigkeit durch antigenunabhéngige Antikorper-
bindungen, wie sie v.a. durch Fc-Rezeptoren erfolgen, wurden nach Auffinden des Gates die
sogenannten Fluoreszenzmarker gesetzt: Durch fluorochrommarkierte monoklonale Anti-
korper, welche spezifisch mit einem im menschlichen Blut nicht vorkommenden Antigen
(Hamocyanin von Lochschnecken) reagieren, werden innerhalb des etablierten Gates die
Grenzen um die ungeférbte bzw. fluoreszenznegative Lymphozytenpopulation gesetzt. Diese
Grenze entspricht also dem,, cut off* zwischen negativer und positiver Fluoreszenz.

Wenn jedoch nach Setzen der Fluoreszenzmarker > 5 % der erfassten Ereignisse aul3erhalb
des erstellten ,, Negativ* -Quadranten des Gates lagen, musste eine antigenunspezifische Anti-
korperbindung angenommen und folglich die Probe verworfen werden.

Diese Prozedur zum Auffinden und Validieren der Lymphozytengates und das Setzen der
Fluoreszenzmarker wurde fir jede Probe einzeln vor deren weiteren Analyse durchgefiihrt.
Als interne Qualitdtskontrolle wurden die Streulicht- und Fluoreszenzkande téglich mit
fluoreszenten Latexpartikeln (CaliBRITE™, Becton, Dickinson) kalibriert.
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4.2  Diskussion der Ergebnisse

4.2.1 Allgemeine Vorbemerkungen

Wir konnten fur unsere SIRS-Gruppe im Vergleich mit der Kontrollgruppe neben einer
hoheren Mortalitét (40 % bei der SIRS-Gruppe vs. 0 % bel der Kontrollgruppe) auch eine
hohere Inzidenz postoperativer Komplikationen (Infektionen, Nachbeatmungsdauer, Dauer
der Intensivbetreuung), also fir ein MODS typische Beobachtungen, verzeichnen. Somit war
ein Kklinisches Korrelat der aufgrund des APACHE-II-Scores prognostizierten Risikoen-
schézung nachzuweisen und auch klinisch ein Vergleich zwischen einer unkomplizierten

Kontrollgruppe mit einer Gruppe von Patienten mit schwerem SIRS verifizierbar.

4.2.2 Interleukine

4.2.2.11nterleukin-2

Im statistischen Vergleich dieses Parameters wurde fir die Kontrollgruppe als Plasma-
konzentration ein fiktiver Wert von 0,1 1U/ml entsprechend der unteren Nachweisgrenze des
genutzten ELISA-Tests von < 0.1 1U/ml angenommen, da sich mittels dieses Tests in der
Kontrollgruppe durchgehend kein IL-2 nachweisen liess. Selbst unter diesen Voraus
setzungen konnten wir zum ersten Ma einem kontinuierlichen Trend gesteigerter |L-2-
Spiegel bei Patienten mit schwerem SIRS demonstrieren, der am 2. und 3. postoperativen Tag
sogar Signifikanzniveau erreichte.

In der Literatur finden sich nur wenige Arbeiten, bei denen Uber einen langeren post-
operativen Zeitraum hinweg IL-2-Spiegel untersucht wurden. Die vorhandenen Arbeiten
beschaftigen sich ausschliesslich mit komplikationsfreien Postbypasspatienten bis 24 Stunden
nach dem CPB und konnen lediglich (bel einer Umrechnung der Einheiten geméss Kolitz et
al.: 10°U = 1 mg IL-2-Protein [60]) die Werte unserer Kontrollgruppe bestétigen [33, 110].
Die fur die SIRS-Gruppe gezeigten héheren postoperativen 1L-2-Spiegel sollten geméss der
physiologischen Wirkungen dieses Mediators bel den betroffenen Patienten eine Proliferation
von T-Lymphozyten erwarten lassen, die sich aber in unserer Studie nicht nachweisen lief3.
Eine Erkl&rung hierflr bieten die Ergebnisse der Arbeitsgruppe um Lahat. Sie berichtet bel
Patienten nach CPB von einer Neutralisation des immunologisch messbaren IL-2 durch den

mit einer gewissen Latenz auftretenden 16slichen IL-2-Rezeptor (sIL-2R) [62].
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4.2.2.2 Interleukin-6

Auch fur IL-6 konnten wir as erste Arbeitsgruppe bei Patienten mit schwerem SIRS im
Vergleich zum Kontrollkollektiv kontinuierlich héhere IL-6-Spiegel mit signifikanten Unter-
schieden am zweiten und dritten postoperativen Tag beobachten. Systematische Betrach-
tungen von Patienten mit schwerem SIRS nach CPB fehlen in der Literatur. Wiederum
untersuchen die vorliegenden Arbeiten lediglich Patienten mit unkompliziertem Verlauf nach
Herzchirurgie unter CPB und validieren unsere Ergebnisse bel der Kontrollgruppe [33, 50,
110].

Eine Ausnahme stellt die Arbeitsgruppe um Cremer dar. Diese verglich Patienten nach
Herzchirurgie mit CPB nach Einteilung in eine Beobachtungsgruppe mit hyperdynamer,
katecholaminpflichtiger hdmodynamischer Instabilitdt und eine diesbeziglich unauffallige
Gruppe. Hier konnte man jedoch nur bis zur dritten postoperativen Stunde signifikante hhere
IL-6-Spiegel bei den hdmodynamisch instabilen Patienten nachweisen [28].

IL-6 hat as laborchemischer Parameter in der Routinediagnostik eine herausragende
Bedeutung, gilt es doch aktuell bei Patienten mit SIRS und MODS als bester ,, outcome-
Predictor* [19, 22, 95]. Casey berichtet bei septischen Patienten von einer Mortalitét von
75%, wenn die |L-6-Serumspiegel einen Grenzwert von 500 pg/ml Uberschreiten [22]. Dieser
Wert wurde von den Patienten unserer SIRS-Gruppe am ersten postoperativen Tag mit 575 +
214 pg/ml und von den verstorbenen Patienten dieser Gruppe mit 622 + 263 pg/ml erreicht
bzw. Ubertroffen. Dieses Ergebnis unterstreicht das Mortalitdtsrisiko unserer SIRS-Gruppe
und steht im Einklang mit den Ergebnissen von Pilz et al., nach denen wir fur die Patienten
der SIRS-Gruppe eine Mortalitat um 76 % annehmen mussen [89].

Fur die pathophysiologischen Ablaufe des SIRS scheint der pleiotrope Mediator IL-6
insbesondere durch zwei Funktionen bedeutungsvoll: Es initiiert die Akute-Phase-Reaktion
mit Fieber und hat einen konzentrationsabhéangigen negativ inotropen Effekt auf das
Myokard, der als iNos (inducible NO-Synthetase) vermittelt angesehen wird [2]. Hennein et
al. konnten diesbezliglich sogar erhdhte IL-6 Spiegel mit einer Verschlechterung der im trans-
oesophagealen Ultraschall festgestellten myokardiaen Wandbewegung korrelieren [45].
Hierbei lasst sich also zumindest ein Teil des klinischen Bildes des SIRS nach CPB (Fieber/
Herzinsuffizienz) in einen Zusammenhang mit den erhohten |L-6-Spiegeln bringen.

4.2.2.3Interleukin-8
In unserer Studie konnten wir fir die Patienten mit schwerem SIRS nach CPB im Vergleich

mit der komplikationsfreien Kontrollgruppe erstmals an den ersten vier postoperativen Tagen
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bis zu 20-fach hohere Plasmakonzentrationen von IL-8 nachweisen. Ein signifikanter Unter-
schied zwischen den Beobachtungsgruppen fand sich dabei ab dem zweiten postoperativen
Tag.

IL-8 ist ein wichtiger Mediator, der beim SIRS nach CPB das Ausmass der entstehenden
Organlasionen beeinflusst. So wurde gezeigt, dass IL-8 im Rahmen des |schémie-Reper-
fusionsgeschehens durch die Aktivierung und Chemotaxis von neutrophilen Granulozyten die
Gewebszerstorung vermitteln kann [31, 52, 75].

Da jedoch bel herzchirurgischen Operationen unter CPB die IL-8-Konzentrationserhbhungen
nicht mit einer gleichsinnigen Verénderung seiner potentesten Stimuli IL-1B- oder TNFo-
Spiegel einhergehen [52, 101], muss man in diesem Rahmen einen weiteren Trigger zur |L-8-
Produktion postulieren. Hier liefert die Gruppe um Metinko interessante Ergebnisse: Sie
demonstrierte, dass aleine eine auf Monozytenkulturen einwirkende Folge von Anoxie und
Hyperoxie eine Stimulierung IL-8-Synthese dieser Zellen auf Transkriptionsebene initiiert,
die durch gleichzeitiges Einwirken von Endotoxin verstarkt werden kann. Weiterhin zeigte
diese Gruppe, dass die IL-8-Produktion der Monozytenkultur signifikant mit der Dauer der
auf sie einwirkenden Anoxie steigt [75].

Wir konnten in der vorliegenden Studie im Vergleich zur Kontrollgruppe bei den Patienten
mit schwerem SIRS eine langere Operations-, EKZ- und Ischamiezeit festhalten. So kann man
eine verlangerte Anoxiephase der durch den CPB ausgeschalteten Stromgebiete postulieren,
die ihrerseits nach den obigen Ausfihrungen a's Stimulus der beobachteten verstéarkten IL-8-
Produktion fungieren kénnte. Die Folge dieser verstarkten 1L-8-Produktion wére eine ausge-
pragtere Aktivierung und Chemotaxis von neutrophilen Granulozyten ins Gewebe, wo sie
schliefdlich Lasionen verursachen konnen. Das Ausmass dieser Gewebs- bzw. Organldsionen
bestimmt seinerseits deutlich den klinischen Verlauf des SIRS-Patienten.

In diesem Zusammenhang betonen die Ergebnisse unserer Studie die Relevanz der eingangs
genannten spezifischen Trigger wie Ischamie- und Reperfusion oder Endotoxinamie fir

erhohte Inzidenz eines SIRS nach herzchirurgischen Eingriffen unter CPB.

4.2.2.41nterleukin-10

Beim Vergleich des postoperativen Verlaufs der Spiegel dieses Zytokins zwischen den
Studiengruppen fallen im Vergleich zu den Patienten der Kontrollgruppe zwar mehr als
zehnfach hohere Mittelwerte bel den Patienten mit schwerem SIRS auf, die erhebliche
Streuung der einzelnen Messwerte verhindert aber, dass eine statistische Signifikanz erreicht

werden konnte. Dennoch kann man von einer Hochregulation dieses Zytokins bei den
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kritischen Patienten ausgehen, was nachfolgende Untersuchungen unserer Gruppe an einem
vergleichbaren Patientengut bestétigten [101].

Die Ergebnisse von Chernoff et a. verdeutlichen die Bedeutung dieses anti-inflam-
matorischen Zytokins beim SIRS nach CPB [25].:

Man untersuchte zuerst bei gesunden freiwilligen Versuchspersonen die in-vivo-Reaktionen
auf die intravendse Gabe verschiedener Dosierungen humanen rekombinanten IL-10. Diese
Interleukin-10-Gaben fuhrten zu einer Leukozytose mit Neutrophilie, zu erhéhten Mono-
zytenzahlen, zu einem Abfall der Lymphozytenwerte bel reduzierten T-Zellen und unver-
anderter B-Zell-Population. Das entspricht den Veranderungen zellulérer Parameter, wie sie
qualitativ auch bei Patienten nach CPB zu finden sind [35, 77].

Als néchstes fuhrte diese Gruppe in-vitro Experimente an Zellkulturen monozytérer Zellen
des peripheren Blutes nach in-vivo-Applikation von IL-10 durch. Dieser Applikation folgte
eine Reduktion der mitogenstimulierten Zellproliferation und der endotoxininduzierten
Produktion pro-inflammatorischer Zytokine, ohne dass eine Minimierung der anti-inflam-
matorischen endotoxininduzierten Effektoren vonstatten ging. Bel funktionellen Unter-
suchungen an Zellkulturen von Patienten nach Herzoperationen unter CPB findet man
ebenfalls eine reduzierte proliferative Reaktion der mononukledren Zellen auf Mitogene [48,
96], sowie eine reduzierte mitogenstimulierte Produktion pro-inflammatorischer Mediatoren
[48, 70, 71, 80]. Mogliche Einschrénkungen der Aussagekraft dieser in-vitro-Zellkultur-
experimente werden unter Kapitel 4.2.6.1. auf Seite 51 diskutiert.

Es drangt sich dennoch auch bel diesem Zytokin der Verdacht auf, dass es sich um einen anti-
inflammatorisch wirkenden ,, Briickenbauer® zwischen humoraler inflammatorischer Reaktion
und zellularer Antwort handeln kdnnte, welcher fir die postoperativen zelluléren Veran-

derungen des Immunsystems bel Patienten nach CPB zumindest mitverantwortlich ist.

4.2.3 DasAdhasionsmolekil ICAM-1

Wesentlich fur den Verlauf der inflammatorischen Antwort auf den CPB ist die zytokin-
getriggerte adhasionsmolekilvermittelte Zell-Zell-Interaktion mit der Folge einer transendo-
thelidlen Migration von Phagozyten und der damit potentiell verbundenen Gewebs-
schadigung. Malik konnte die herausragende Bedeutung des Adhésionsmolekiils ICAM-1 bei
diesem Geschehen belegen, indem er zeigte, dass die Inkubation von Endothel mit Anti-
ICAM-1-Antikdrpern eine Reduktion der Adhasion Neutrophiler am stimulierten Endothel

um 50 % und eine Verringerung deren Migration um > 85% zur Folge hatte [69]. Daneben
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dient ICAM-1 auch als Rezeptor an leukozytéren Zielzellen [76]. Kilbride konnte nach-
weisen, dass die extrakorporae Zirkulation die Expression myokardiaer ICAM-1-mRNA
steigert [54]. Entman und Smith berichten von einer ICAM-1 abhéngigen Neutrophilen-
adhdsion an Kardiomyozyten im Rahmen ihrer Schadigung durch reaktive Sauerstoffmeta-
bolite bel der 1schdmie-Reperfusionsverletzung [37, 107].

In der vorliegenden Studie wurde die |6sliche Form des Adhéasionsmol ekiils bestimmt, da von
einer Relation zwischen zelluldrem ICAM-1 und dessen |6dlicher Form (sICAM-1) allgemein
ausgegangen wird und sSICAM-1 als Indikator fur Zellaktivierung, Endothelschaden und
Auspragung des entzindlichen Geschehens gilt [12, 28]. Tats&chlich fanden sich zu alen
Messzeitpunkten in der SIRS-Gruppe signifikant hohere sl CAM-1-Plasmakonzentrationen a's
bei den Kontrollpatienten. Also muss in diesem Zusammenhang von einem weiteren Indiz fir
eine,, hochgeregelte' pro-inflammatorische Komponente mit konsekutivem Zellschaden beim

schweren SIRS ausgegangen werden.

424 Der Wachstumsfaktor TGFB,

Man konnte in der vorliegenden Studie erstmals bei Patienten mit schwerem SIRS nach CPB
im Vergleich zu unauffélligen Patienten zu allen Messzeitpunkten hohere Spiegel des Wachs-
tumsfaktors TGFP; bei signifikanter Erhdhung an den beiden ersten postoperativen Tagen
finden. Damit konnten wir wiederum die Erh6hung eines anti-inflammatorischen Mediators
beim schweren SIRS nachweisen. Wie bereits erwdhnt wirkt TGFB; antiproliferativ auf
Lymphozyten und reduziert die transendotheliale Migration von Phagozyten. So konnten
Schmitt et al. im Tierversuch an Mausen demonstrieren, dass TGFj; die Differenzierung von
naiven anti-CD3-aktivierten T-Zellen zu THi-Zellen inhibierte [105]. Ausserdem konnten
Lefer et al. an einem Tiermodell kardioprotektive Effekte von TGFp; nachweisen, welche
sich im Rahmen des Ischdmie-Reperfusionsschadens entwickelten und offensichtlich durch

eine Inhibition der endothel vermittelten Adhdrenz Neutrophiler erreicht wurden [65].

4.25 Procalcitonin

In der vorliegenden Studie konnten wir fUr die Patienten der Kontrollgruppe zu allen Mess-
zeitpunkten Plasmakonzentrationen unter 2 ng/ml mit einem Maximum am ersten post-
operativen Tag nachweisen. Solche Procalcitoninkonzentrationen sind typisch fir Patienten
mit unkompliziertem postoperativen Verlauf nach Operationen unter CPB, wobei hohere
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Spiegel auf komplikationstrachtige Verlaufe mit drohender Organdysfunktion hinweisen [1,

4, 46]. Wir konnten bel den Patienten mit schwerem SIRS nicht nur zeigen, dass tatséchlich

hohere Procalcitoninspiegel vorlagen, sondern auch, dass zu alen Messzeitpunkten im

Vergleich zur Kontrollgruppe signifikante Unterschiede bestanden. Infektionen als potentielle

Ursachen dieser Procalcitoninwerte waren zu diesem Zeitpunkt in dieser Gruppe nicht

nachweisbar. Auch eine Beeinflussung der Procalcitoninspiegel im Rahmen herzchirurgischer

Eingriffe durch die EKZ ist auszuschliessen [1, 10, 11], so dass die langere Dauer der

extrakorporalen Zirkulation bei der Operation der Patienten der SIRS-Gruppe dieser Studie

nicht als Ausl6ser angeschuldigt werden kann.

Als Novum konnten wir zudem zum ersten Mal zeigen, dass sich selbst innerhalb der SIRS-

Gruppe die Procalcitoninspiegel von verstorbenen Patienten an den ersten drei postoperativen

Tagen signifikant von denen der Uberlebenden unterscheiden. Bei den Verstorbenen fanden

sich zu diesen drel Messzeitpunkten Konzentrationen mit einem Mittelwert von Gber 20

ng/ml, bei den Uberlebenden Mittelwerte von unter 10 ng/ml. Bei keinem anderen der

erhobenen Parameter konnte ein vergleichbarer Unterschied beobachtet werden, insbesondere
der Standardentziindungsparameter C-reaktives Protein lief3 eine diskriminierende Potenz bei
diesen Vergleichen vermissen. Unsere Ergebnisse lassen bei Patienten nach Eingriffen unter

CPB die Thesen zu,

(1) dass sich die Plasmaprocal citoninkonzentrationen im Einklang mit den Literaturangaben
bereits am ersten postoperativen Tag signifikant bei unkomplizierten Patienten und
solchen mit schwerem SIRS unterscheiden.

(2) dass sich die Procalcitoninspiegel bei Patienten mit schwerem SIRS bereits am ersten
postoperativen Tag bei Uberlebenden und Verstorbenen signifikant unterscheiden.

(3) dass gemass der vorliegenden Untersuchungen Procal citoninspiegel von 10-30 ng/ml nach
kardiochirurgischen Operationen unter extrakorporaler Zirkulation nicht als sicheres
diagnostisches Kriterium fr ein infektioses Geschehen bakteriellen Ursprungs verwertbar
sind (s. Referenzwerte fur Procalcitonin unter Kap. 2.3.2.4, Seite 14).

Somit steht fur diese Patientenklientel ein Parameter zur Verflgung, welcher als Indikator fir

den Schweregrad und die drohende Mortalitdt nutzbar zu sein scheint, hingegen aber nur
eingeschrankt als Friihmarker infektiGser Prozesse verwendbar ist.
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4.2.6 Lymphozytensubpopulationen

4.2.6.1 T-Lymphozyten

Beziiglich der T-Lymphozyten wurde sowohl bei der Betrachtung der Absolutzahlen als auch
der Anteile ihrer Subpopulation an den Gesamtlymphozyten eine Dezimierung nach Eingrif-
fen unter extrakorporaler Zirkulation beobachtet, welche hauptséchlich durch eine Reduktion
der CD4+ T-Helferzellen verursacht ist und zu einer reduzierten CD4/CD8-Ratio fuhrt. Diese
Veradnderungen erreichen bis zum ersten postoperativen Tag ihren Hohepunkt und zeigen eine
Normalisierungstendenz im weiteren postoperativen Verlauf, wobel frihestens nach einer
Woche die préoperativen Ausgangswerte wieder erreicht werden [35, 48, 51, 70, 115].

Auch bei friheren Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe konnten wir einen signifikanten
Abfall von CD3+ und CD4+ T-Zellen am ersten postoperativen Tag nach unkomplizierten
kardiochirurgischen Operationen nachweisen [100]. Die nun vorliegende Studie belegt die
0.g. Daten fir die weitere postoperative Phase. Es finden sich in beiden Beobachtungsgruppen
steigende Anteile der gesamten T-Lymphozytenpopulation (CD3+) und der T-Helferzellen
(CD4+) bei leicht rucklaufigen Werten fur die zytotoxischen T-Zellen (CD8+).

Die Ablaufe, welche zu dem o.g. reduzierten CD4/CD8-Verhdltnis fuhren, wurden bisher mit
einem immunkompromittierten Zustand verglichen, welcher die Patienten empfanglich fir
Infektionen machen konnte. Dies wurde dadurch untermauert, dass man bel in-vitro-Tests
Hinweise auf eine reduzierte Lymphozytenfunktion zumindest innerhalb der ersten post-
operativen Tage fand. Die lymphoproliferative Reaktion auf Mitogene wie Phytohemag-
glutinin oder Concanavalin A [48, 96], die IL-2 Produktion auf Mitogenstimulation [48, 70,
71] sowie die mitogenstimulierte IFNy-Sekretion [70, 80] fielen reduziert aus, ebenso wie
Funktionstests bzgl. der Zytotoxizitat von CD8-Zellen [82].

Die Ergebnisse unserer Studie lassen zumindest Zweifel an der These einer reinen Immunsup-
pression der Patienten mit SIRS nach CPB aufkommen. Denn bei der Untersuchung der
Anteile frihaktivierter T-Helferzellen am den Gesamtlymphozyten konnten wir erstmals
zeigen, dass bel den Patienten mit schwerem SIRS im Vergleich mit der Kontrollgruppe am
dritten und vierten postoperativen Tag signifikant erhthte Anteile vorlagen. Die einzige
weitere Verdffentlichung einer Untersuchung dieses Antigens auf Leukozyten bel post-
operativen Patienten nach Eingriffen unter CPB stammt von der Arbeitsgruppe um Misoph,
wonach von einem negativen Nachweis dieses Epitops auf Lymphozyten und Monozyten
ausgegangen wird [77].
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Natirlich muss man als limitierend fur die Aussagekraft der Untersuchung von Lymphozyten
ex-vivo durch Oberflachenmarker ansehen, dass man zwar Aussagen tber den Grad der Akti-
vierung der Lymphozyten treffen kann, dieser aber nicht im direkten Zusammenhang mit der
funktionellen Potenz dieser Zellen zu werten ist. Dennoch lésst ein Blick auf die Methodik
der oben zitierten Studien, die eine Immunsuppression nach CPB belegen wollen, die Aus-
sagekraft der durchgefihrten Funktionstests zumindest relativieren:

(1) Die zitierten in-vitro-Untersuchungen wurden an Kulturen peripherer mononucleérer
Zellen (Lymphozyten) durchgefiihrt, die alle mit derselben Technik gewonnen wurden.
Nguyen et al. konnten fur diese Zellkulturen nicht nur zu einzelnen Zeitpunkten eine
Kontamination durch Monozyten nachweisen, sondern zudem demonstrieren, dass man
nach Depletion dieser kontaminierenden Zellen die zuvor reduzierte NK- bzw. CD8-Zell-
vermittelte Zytotoxizitat wieder herstellen konnte [82].

(2) Bei denin-vitro Versuchen bzgl. der IL-2 Sekretion durch Lymphozytenkulturen félt z.B.
auf, dass die Arbeitsgruppen um Hisatomi und Markewitz mittels Bioassays biologisch
aktives IL-2 nachwiesen, wogegen die Gruppe um Naldini immunologisch aktives aber
biologisch durch einwirkende Faktoren potentiell neutralisierbares IL-2 mit Immuno-
assays untersuchten. Wahrend die ersten beiden Autoren am ersten postoperativen Tag
eine signifikante Reduktion der IL-2-Sekretion ihrer Zellkulturen im Vergleich zu
praoperativ fanden, konnte die Naldini 24 Stunden nach der Operation keine solche
Reduktion feststellen [48, 70, 71, 80].

Daher sollte man nicht von vorneherein postulieren, dass die beschriebenen Veranderungen

zellulérer Parameter bei Patienten nach CPB als Immunsuppression zu werten sind, zumal bis

heute keine klinische Korrelation zu den Laborwerten bzgl. Zellzahlen und —funktionen
nachgewiesen werden konnte.Vielmehr konnten sie auch in der Ausnahmesituation nach
solchen Eingriffen als physiologische Adaptation gelten, bei der auch pro-inflammatorische

Aspekte eine Rolle spielen. Einen weiteren Beleg hierfur bringen unsere Ergebnisse bzgl. der

oftmals als Korrelat der Immunsuppression angesehenen Reduktion des CD4/CD8-Verhdlt-

nisses. Dieser Quotient fiel ndmlich in unserer Studie bel den SIRS-Patienten verglichen mit
der Kontrollgruppe durchweg erhdht aus.

So zwiespdltig die Interpretation der zelluldren Parameter bei Patienten nach CPB ist, so

unklar ist deren Genese und die dahinterstehende Pathophysiologie:

Diegeler und Mitarbeiter konnten Hinweise dafir finden, dass nicht die extrakorporale

Zirkulation als solches, sondern eher das chirurgische Trauma als Ursache fir die Veran-

derungen der Zellpopulationen nach koronararterieller Bypassanlage anzusehen ist [35].
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Uber die pathophysiologischen Hintergriinde dieser Veranderungen kann jedoch nur

spekuliert werden:

(1) 1de und Mitarbeiter vermuten aufgrund ihrer Untersuchungen eine Redistribution der
Lymphozyten zwischen Knochenmark und peripherem Blut als Mechanismus fir diese
Vorgange [51] .

(2) Die Erhthung der Serumkortikoidspiegel kénnte fur die Reduktion der Lymphozyten-
anteile im peripheren Blut verantwortlich sein. Gegen diesen Ansatz spricht, dass keine
Korrelation zwischen dem Serumkortisolspiegel und den Verénderungen der Lympho-
zytenanteilen nachgewiesen werden konnte [51, 96].

(3) Prostaglandin E, (PGEy) wird in seiner Funktion als Suppressor von Monozyten und
Aktivator von supprimierenden T-Zellen als mdglicher Initiator der verminderten Immun-
antwort v.a. in der Gruppe um Faist und Markewitz genannt. Diese Gruppe demonstrierte
eine Wiederherstellung ,, physiologischer* Laborparameter von Patienten nach Opera
tionen unter CPB, wozu jedoch neben dem Cyclooxygenaseinhibitor Indometacin als
PGE2-Antagonist noch das T-Zell-Stimulans Thymopentin verwendet wurde [70, 71]. Der
Nachweis eines klinisch fassbaren Benefits solcher Behandlungsstrategien steht allerdings
noch aus. Zudem scheint es fragwirdig, die Beurteilung der Funktionsfahigkeit des
Immunsystems an ausschliesslich einem Mediator festmachen zu wollen.

(4) Als weitere Faktoren, welche im Rahmen dieser Geschehnisse von Bedeutung sein
kdnnen, werden von Naldini et a. der Komplementfaktor C3a und TGF-3; genannt [80].
Was den potentiellen Einfluss von TGF-B; auf das zugrundeliegende Geschehen betrifft,
so konnte die vorliegende Studie widersprechende Hinweise erbringen. Die erhdhten
Spiegel dieses Mediators in der SIRS-Gruppe gingen nicht mit einer Verstarkung der
Alteration der Verteilung der Lymphozytensubpopulationen einher.

(5) Brody vermutet, dass die T-Zellen ihre Epitope wahrend des chirurgischen Eingriffs
verlieren und selbige dann im postoperativen Verlauf reexprimieren [17].

(6) Die Arbeitsgruppe um Lahat berichtet bei Patienten nach CPB von einer Neutralisation
des immunologisch messbaren IL-2 durch den mit einer gewissen Latenz auftretenden
|6slichen IL-2-Rezeptor (sIL-2R). Zudem konnte eine Korrelation von IL-2 und sIL-2R in
diesem Zusammenhang nachgewiesen werden [62]. Dies ist ein Ansatz, welcher das
Auftreten erhohter IL-2-Spiegel in der SIRS-Gruppe dieser Studie ohne fassbaren

proliferativen Einfluss auf die T-Zellen erklérbar machen konnte.
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4.2.6.2 B-Lymphozyten und natirliche Killerzellen (NK-Zellen)

In der vorliegenden Studie wurden im Vergleich mit der Kontrollgruppe ab dem zweiten
postoperativen Tag signifikant erhohte Anteile CD19+ Lymphozyten bei Patienten der SIRS-
Gruppe gefunden, wobei die Wertebereiche der erfassten Anteile beider Studiengruppen
durchaus mit den Angaben der vorhandenen Literatur vereinbar sind [35, 51, 77, 96, 115].
Maoglicherweise 18sst ein erhdhter Anteil an B-Lymphozyten, welche Vorlaufer der antikor-
perproduzierenden Plasmazellen sind, in diesem Zusammenhang auf eine hohere Belastung
mit extrazelluldrem Antigen schliessen. Diese Antigenbelastung konnte z.B. aus Zelldebris
und Mikropartikeln bestehen, die bei den signifikant [angeren Operationszeiten der Patienten
der SIRS-Gruppe in erhéhter Mal3e und Zahl anfallen.

Bel der Untersuchung der Anteile der NK-Zellen konnten wir in dieser Studie keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Untersuchungsgruppen finden. In Ubereinstimmung
mit bereits veroffentlichten Arbeiten zeigt der postoperative Verlauf der Anteile der NK-
Zellen an den Gesamtlymphozyten auch bel unserer Studie eine leicht fallende Tendenz [35,
120]. Studien, die mit in-vitro-Tests die zytotoxische Potenz der NK-Zellen untersuchten,
zeigten divergierende Ergebnisse. Die meisten Arbeiten berichten im postoperativen Verlauf
von einer reduzierten zytolytischen Aktivitdt der NK-Zellen, wobel jedoch Hinweise auf
einen dieses Ergebnis bedingenden systematischen Fehler bei der genutzten Methodik
vorliegen [82, 99, 120]. Im Gegensatz dazu berichten Tajima und Mitarbeiter von einer
erhohten NK-Aktivitét, welche bis zum siebten postoperativen Tag nachweisbar sel [115].
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4.3 Charakterisierung des schweren SIRS nach CPB

Die in unserer Studie erarbeiteten Ergebnisse des Vergleichs von Patienten mit schwerem
SIRS nach CPB mit der komplikationsfreien Kontrollgruppe lassen folgende qualitative
Aussagen Uber das schwere SIRS nach CPB zu:

(1) Es konnte bei Patienten mit schwerem SIRS zum ersten Mal gezeigt werden, dass sowohl
auf pro-inflammatorischer (IL-2, IL-6, IL-8) as auch auf anti-inflammatorischer Seite
(IL-10, TGFB;) hohere Mediatorkonzentrationen vorlagen, wobei grosstenteils signi-
fikante Unterschiede zu verzeichen waren.

(2) Die statistische Auswertung der Verlaufe der Zytokinspiegel der Beobachtungsgruppen
konnte die Parallelitétshypothese nicht widerlegen, d.h. bei unterschiedlichem Konzentra-
tionsniveau waren die Spiegelverdnderungen dieser humoralen Parameter im Zeitverlauf
gleichsinnig (s. Kap. 3.1.2.1, Seite 28).

(3) Wir konnten zeigen, dass weitere Indikatoren fur den Schweregrad inflammatorischer
Geschehen (Procalcitonin, SICAM-1) bei der SIRS-Gruppe zu allen Messzeitpunkten
signifikant hohere Spiegel aufwiesen.

(4) Unsere Ergebnisse bei der Untersuchung der Lymphozytensubpopulationen deuten an,
dass beim SIRS nach CPB nicht nur von Veranderungen zu berichten ist, die auf eine
Immunsupression schliessen lassen. Vielmehr sollte man von einer Adaptation des
zelluldren Systems an die vorliegende pathophysiologische Sondersituation ausgehen, bel

der auch pro-inflammatorische Effekte bedeutsam zu sein scheinen.

Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass man das schwere SIRS nach CPB gemaéss den
Ausfihrungen von Bone in der Einleitung dieser Arbeit als* Mixed Antagonist Response Syn-
drome (MARS)” bezeichnen kann [13]. Das schwere SIRS nach CPB zeichnet sich demnach
as ein Prozess mit gleichzeitiger Hochregulation von pro- und anti-inflammatorischen
Effekten aus, bel der das Immunsystem seiner Aufgabe nicht mehr gerecht werden kann.
Fuhrt man sich vor Augen, dass bei der SIRS-Gruppe dieser Studie (hoch-)signifikant langere
Operationszeiten (Operationsdauer, EKZ-Zeit, Ischamiezeit) vorlagen, so dréngt sich der
Verdacht auf, mit der zeitlichen Komponente des Eingriffs eine potentielle Einflussgrofie
(, Insult’) fur die Auspragung des SIRS nach herzchirurgischen Eingriffen unter extra-
korporaler Zirkulation identifiziert zu haben. Ein mogliches pathophysiologisches Korrelat
dieser These wurde bereits fur IL-8 diskutiert. Weitere Studien an grofderen Patienten-

kollektiven sollten diesen potentiellen Zusammenhang genauer untersuchen.
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44  MODSoder CHAOS nach CPB: Wann fuhren sie zum Tode?

Die schwerstwiegende Folge des schweren SIRS/MARS ist ohne Zweifel das letale

MODS/CHAOS. Deswegen wurde innerhalb der SIRS-Gruppe nach Unterschieden zwischen

den Uberlebenden und verstorbenen Patienten gesucht. Interessanterweise fand sich auf

Zytokinebene kein signifikanter Unterschied. Diese Feststellung konnte durchaus an den

kleinen Beobachtungsgruppen in dieser Untersuchung begriindet liegen, aber auch andere

potentielle Einflussfaktoren bleiben zu diskutieren:

(1) Man sollte hierbei an eine interindividuell verschiedene Beanspruchung des Organismus
durch eine messbar vergleichbare Belastung inflammatorischer Einflisse denken.

(2) Aulerdem muss man bei der Bestimmung von Zytokinkonzentrationen beachten, dass
man es i.d.R. mit kurzlebigen Mediatoren zu tun hat, die einem schnellen Abbau durch
Plasmaproteasen oder einer Clearance durch Zellrezeptoren bzw. spezifischen plasma-
tischen Bindungsproteinen ausgesetzt sind. Zwischenzeitliche Zytokinspiegelverénder-
ungen konnen somit leicht ,, verpasst* oder ,, maskiert* werden.

(3) Es bestehen Hinweise auf eine synergistische Wirkungsweise verschiedener Zytokine.
Diese Zytokinsynergie postulieren Casey et al. fir pro-inflammatorische EinflUsse. [23].
Aber auch fur eine synergistische Wirkungsweise von anti-inflammatorischen Zytokinen
bestehen experimentelle Hinweise. [86]. Also wére es denkbar, dass nur geringe Veran-
derungen der Spiegel einzelner Zytokine ohne signifikante Auspréagungen bei den
beobachteten ,, High-Risk-* Patienten in ihrer Summe beim ,, Orchester* der ablaufenden

immunologischen Reaktionen die deletére Auswirkungen auf den Organismus bedingen.

Umso bedeutender erscheint bel diesem Hintergrund der potentielle Nutzen des Entziindungs-
parameters Procalcitonin im Hinblick auf seine prognostische Wertigkeit. Dieser Parameter
zeigte in der vorliegenden Studie nicht nur eine signifikant unterschiedliche Auspragung
zwischen der Kontrollgruppe und den Patienten mit schweren SIRS, sondern auch als einziger
der untersuchten Merkmale innerhalb der SIRS-Gruppe mit Konstanz einen signifikanten
Unterschied zwischen den Uberlebenden und verstorbenen Patienten. Bei auszuschlief3ender
infektidser Beteiligung zeichnet sich hier ab, dass mit Procalcitonin ein geeigneter Prognose-
indikator fur Patienten nach Kardiochirurgie unter CPB vorhanden sein konnte. Weitere
Studien an grosseren Patientenkollektiven sollten durchgefiihrt werden, um die Aussagekraft
dieses Parameters validieren zu kdnnen. Danach koénnte sich Procalcitonin as Erweiterung

bereits bewdahrter prognostischer Scores, wie z.B. dem hier genutzten APACHE I1-Score,
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etablieren oder auch als einzelner Parameter die Diagnosemoglichkeiten des Klinikers
erweitern.

Die pathophysiologischen Eigenschaften von Procalcitonin sind aktuell noch weitgehend
ungeklart. Dennoch konnte bei Tierversuchen an Hamstern gezeigt werden, dass eine
Procalcitonininjektion, welche keinen Einfluss auf gesunde Hamster hatte, bei septischen
Hamstern zu einer deutlichen Mortalitdtssteigerung beitrug. Zudem wurde festgestellt, dass
eine Procalcitonininjektion bei gesunden wie auch septischen Hamstern nicht zur Induktion
pro-inflammatorischer Zytokine (TNFo, IL-1B) fuhrte, dass aber im Umkehrschluss eine
TNFa-Applikation eine Steigerung der Serumkonzentration von Procalcitonin bel Hamstern
verursachte [83, 124]. Procalcitonin kdnnte also durchaus als sekundérer inflammatorischer
Mediator auf einen inflammatorisch , geprimten” Organismus wirken. Zukinftige Studien

werden diese Zusammenhénge kl&ren missen.
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Zusammenf na:
Bel der Untersuchung der Pathophysiologie des SIRS sind die Patienten nach herzchirur-
gischen Eingriffen unter extrakorporaler Zirkulation eine geeignete Patientenklientel, da sie
postoperativ regelhaft die nétigen Kriterien nach der ACCP- und SCCM-Definition des SIRS
erfullen. Deshalb haben wir in der vorliegenden Studie méannliche Patienten zwischen 50 und
75 Jahren nach elektiver Koronararterienbypassoperation unter extrakorporaler Zirkulation
immunologisch untersucht. Mittels des angewendeten APACHE |l Scores konnten wir
Patienten mit blander postoperativer Prognose von ,, high-risk-“ Patienten fir ein MODS
unterscheiden und so als erste Arbeitsgruppe einem Vergleich hinsichtlich der inflam-
matorischen Reaktion zugénglich machen. Ausschlusskriterien fir die Patienten waren ein
bestehender Diabetes mellitus, Leber- oder Nierenfunktionsstérungen, Steroidmedikation,
Krebgeiden, vorliegende Immundefekterkrankungen, Herzklappenerkrankungen, eine redu-
zZierte Ejektionsfraktion des Herzens sowie Gerinnungsstérungen.
Die Kontrollgruppe hatte 15 Patienten, die SIRS-Gruppe mit drohendem MODS umfasste 10
Patienten.
Bel vergleichbarer Narkosefiihrung wurde bei den Patienten eine standardisierte elektive
Myokardrevaskularisierung unter extrakorporaler Zirkulation durchgefhrt.
Jeweils am Morgen der ersten vier postoperativen Tage wurden den Patienten aus arteriellen
Kanulen Blutproben entnommen und mittels kommerziell erhdtlicher Nachweisverfahren
untersucht. Die Spiegel der Zytokine IL-2, IL-6, IL-8, IL-10, TGFpB; sowie der |16slichen Form
des Adhasionsmolekiils ICAM-1 wurden mit ELISA-Kits, die des Entzlindungsparameters
Procalcitonin durch einen Chemolumineszenzassay und die Anteile spezifischer Lympho-
zytensubpopulationen (T-Lymphozyten, aktivierte T-Lymphozyten, T-Helferzellen, frihakti-
vierte T-Helferzellen, zytotoxische-Supressor-T-Zellen, frihaktivierte zytotoxische-Supres-
sor-T-Zellen, natirliche Killerzellen, B-Lymphozyten) an den Gesamtlymphozyten auf Basis
der Immunfluoreszenzmethodik durchflusszytometrisch bestimmt.

Die Ergebnisse der Zytokinuntersuchungen waren fur die Kontrollgruppe durchaus mit der
vorhandenen Literatur vereinbar. Wir konnten dartiber hinaus zum ersten Mal zeigen, dass
Patienten mit schwerem SIRS nach CPB signifikant hohere Spiegel von pro-inflam-
matorischen Zytokinen (IL-2, IL-6, IL-8) vorweisen, die mit einer énlichen Tendenz der
Spiegel anti-inflammatorischer Mediatoren einhergingen: Fur 1L-10 konnten hdhere
Konzentrationen ohne Signifikanz, fur TGFB; signifikant hohere Spiegel bei der SIRS-
Gruppe beobachtet werden.
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Ein weiterer Hinweis auf eine verstérkte Aktivierung der pro-inflammatorischen Komponente
im Rahmen des schweren SIRS nach CPB wurde bei der Untersuchung des Adhésions-
molekils ICAM-1 gefunden: Die sICAM-1 Plasmakonzentrationen der SIRS-Gruppe waren
zu alen Messzeitpunkten signifikant hoher.

Gemass weiterer Ergebnisse dieser Studie scheint mit Procalcitonin ein Entziindungsmarker
mit herausragender prognostischer Wertigkeit zur Verfigung zu stehen. Die Plasmaspiegel
dieses Parameters unterschieden sich nicht nur beim Vergleich der SIRS-Gruppe mit der
Kontrollgruppe zu allen Messzeitpunkten signifikant, sondern auch beim Vergleich innerhalb
der SIRS-Gruppe zwischen perioperativ verstorbenen und Uberlebenden Patienten.

Bel den Untersuchungen der zelluldren Parameter fand man bei der Kontrollgruppe mit der
Literatur Ubereinstimmende Verdnderungen der Lymphozytenpopulationen. Es kam frihpost-
operativ initial zu einer v.a. durch Reduktion der Anteile der T-Helferzellen ausgel6sten
Verringerung der Anteile der T-Lymphozyten mit nachfolgender Normalisierungstendenz.
Diese u.a. zur Reduktion der T4/T8-Ratio fuhrende Veranderung wird algemein als Ausdruck
einer Immunkompromittierung angesehen. Wir erhoben in dieser Studie jedoch dieser
Annahme widersprechende Befunde: Es zeigten sich Verdnderungen bei den T-Zellen, die auf
eine grossere T4/T8-Ratio der SIRS-Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe hinweisen.
Zudem wurden in der SIRS-Gruppe signifikant erhdhte Anteile frihaktivierter T-Helferzellen
gefunden. Bei den aktivierten T-Lymphozyten, den T-Helferzellen, den frihaktivierten
zytotoxischen-Suppressorzellen sowie den NK-Zellen zeigten sich zwischen den
Patientengruppen keine Unterschiede. Fur die B-Lymphozyten wurde in der SIRS-Gruppe ab
dem zweiten postoperativen Tag signifikant hthere Anteile gemessen.

Die Veranderungen bei Anteilen der Lymphozytenpopulationen deuten wir als eine adaptive
pathophysiologische Reaktion auf den vorliegenden Insult (Operation, CPB, etc.), welche
nicht ohne weiteres als immunsupprimierter Zustand zu werten ist. Bislang konnte auch noch
kein klinisches Korrelat der geméss den Labordaten postulierten Immunsupression gefunden
werden.

Abschliessend interpretieren wir die immunol ogischen Vorgange beim schweren SIRS als ein
» Mixed Antagonist Response Syndrome (MARS)* gemass den Ausfihrungen von Bone [13-
15] mit Hochregulation sowohl pro- als auch anti-inflammatorischer Effektoren. Die zeitliche
Ausdehnung des Eingriffs erachten wir as wesentlich fur den Schweregrad des entstehenden
SIRS nach CPB. Wir betonen gleichzeitig die prognostische Wertigkeit des Entziindungs-
markers Procalcitonin bei SIRS-Patienten nach Herzchirurgie unter extrakorporaler
Zirkulation.
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Anhang | Nar kosefihrung, Operation und verwendetes M aterial zur EKZ

[l Narkose

Die Pramedikation am Vortag wurde mit Flunitrazepam (1 mg p.o.) durchgefihrt. Am Opera-
tionstag verabreichte man den Patienten Morphin (30 mg p.o.) und Flunitrazepam (2 mg p.o.)
ungefdhr eine Stunde préoperativ. Die Einleitung und Aufrechterhaltung der Narkose fir den
Eingriff erfolgte bei allen Patienten mit gewichtsbezogenen Dosen von Sufentanil, Mida-
zolam und Pancuronium. Die Patienten wurden maschinell bei einem FIO, von 1 volumen-
kontrolliert beatmet. Wahrend der extrakorporalen Zirkulation wurden die Lungen mit
Raumluft (FIO,=0,21) unter Beibehaltung eines positiv endexpiratorischen Drucks (PEEP)
von 5 cm H,O statisch insuffliert. Es erfolgten engmaschige Blutgaskontrollen. Das intra-
operative Herzmonitoring wurde Uber zentralvents und pulmonalarteriell platzierte Katheter
durchgefthrt. Der Blutdruck wurde blutig tber die A. radialis abgeleitet.

[.Il'  Operationsablauf

Simultan zur Entnahme der autologen V. saphena magna in geeigneter Lange erfolgte die
Freilegung des Herzens durch mediane Sternotomie und, wenn méglich, die uni- oder bi-
laterale Préparation der A. mammariainterna (anatomisch: A. thoracicainterna).

Zur systemischen Antikoagulation wurden 300 |.E. Heparin/lkgkG intravents appliziert. Im
Verlauf wurde die Gerinnung mittels Activated Clotting Time (ACT) Uberwacht und bei
Bedarf (ACT<400 Sekunden wahrend der extrakorporalen Zirkulation) wurden zusétzlich 150
|.E./kgK G Heparin gegeben.

Zum arteriellen Anschluss der Herz-Lungen-Maschine wurde die Aorta ascendens kandliert.
Die venose Ableitung erfolgte Uber eine in den rechten Vorhof eingebrachte ,, Two-Stage-*
Kanile. Diese sammelt tiber eine ihrer Offnungen, welche im Bereich der V. cava inferior
platziert wird, hauptsichlich Blut der unteren Korperhéfte, wahrend durch die andere Of-
fnung, die im rechten Vorhof zum Liegen kommt, das Blut v.a. aus der oberen Korperhélfte
abgeleitet wird. Da bei diesem Prinzip Blut an der Kantle vorbei in den Lungenkreislauf
gelangen kann, wird es auch partieller Bypass genannt (s. Abb. 8). Nach sukzessiver
Ubernahme der Korperperfusion durch Steigerung des Maschinenflusses bis zum Wert von
2.4 |/min/m* KOF bei gleichzeitiger Korpertemperaturreduktion auf 33-34°C rektal (moderate
Hypothermie) wurde die Aorta ascendens abgeklemmt. Mittels 1000 ml 4 °C kalter kardio-
plegischer Losung-HTK nach Bretschneider(s.u.) wurde der hypotherme Herzstillstand indu-

ziert. Topisch wurde das Herz mit eiskalter Ringer-Losung gekuhlt. Je nach Dauer der
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Ischdmiezeit wurde bei nachlassender Myokardprotection weitere 200-800 ml kardioplege
Ldsung zugefhrt.

Da bei der partiellen Bypasstechnik eine minimale Lungenkreislaufperfusion erhalten bleibt,
muss das linke Herz durch einen Absaugkatheter (VENT) entlastet werden. Dieser wird Uber
ein in die Aorta gestanztes Ostium transval vul&r eingebracht.

Systemkreislauf 02

Systemkreislauf

Abb. 8: Schema eines partiellen kardiopulmonalen Bypasses aus [63]

Nach Anlage der peripheren Anastomosen zwischen den Venentransplantaten und den betrof-
fenen Koronararterien bzw. nach derer Anastomose mit der A. mammaria interna konnte die
Myokardischamie durch Offnen der Aortenklemme beendet werden. Dabei wurde das Herz
sorgféltig entltftet. Wéhrend der Reperfusionsphase wurden die zentralen Anastomosen im
Bereich der tangential ausgeklemmten Aorta ascendens angelegt. Der Patient wurde gleich-
zeitig wieder bis zur Normaltemperatur aufgewarmt. Nach Beendigung der extrakorporalen
Zirkulation und Dekantlierung wurde das zirkulierende Heparin durch Protamingabe
antagonisiert. Die Bluttrockenheit des Operationssitus wurde kontrolliert, Schrittmacher-
elektroden platziert, es folgte die Einlage der Drainagen, die Vereinigung des Brustbeins
durch Drahtnéhte, schichtweiser Wundverschluss und Verband.
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[.I11  Materialien fur die extrakorporale Zirkulation

Oxygenatoren: Es wurden bei den Patienten der Studie ausschlieffdlich Hohlfasermembran-
oxygenatoren verwendet. Es handelte sich um offene Systeme. Der Perfusionsdruck wéahrend
des kardiopulmonalen Bypasses wurde zwischen 50 und 70 mmHg gehalten, bel einer
moderaten Hypothermie von 33,8 1,0 °C rektal. Zwei Fabrikate kamen bei den Patienten
dieser Studie zur Anwendung:

Monolyth (Fa. Sorin Biomedica, Deutschland), Quadrox ( Fa. Jostra, Deutschland)

Primingldsung:

2000 ml Ringer-Losung (Fa. Fresenius, Bad Homburg)
50 ml Natriumchlorid 10% (Fa. Braun, Melsungen)
250 ml Humanalbumin 5% (Fa. Behring, Marburg)

20 ml Kaliumchlorid 7,46% (Fa. Braun, Melsungen)
100 ml Natriumbikarbonat 8,4% (Fa. Braun, Melsungen)
1250 |.E. Heparin (Fa. Hoffmann-La Roche, Grenzach-Wyhlen)

Weitere Komponenten der Herzlungenmaschine:

Schlauchsysteme : Perfusionsset (Fa. Stockert)

Kardiotomiereservoir: Gleicher Hersteller wie jeweiliger Oxygenator

Arterielle Filter: Sorin ABF 40um

Arterielle Kanlle: i.d.R. 6,5 mm, jedoch bzgl. KOF angepasst (Fa. Stockert)

Venotse Kanlle: » TWO-Stage" -Kanille, an KOF angepasst (Fa. Stockert)

Hamofilter: 1. HF 80 (Fa. Fresenius), 2.Bellco Rapido (Fa. Sorin)

Kardioplegie: L6sung-HTK nach Bretschneider, i.e. Custodiol®
(Kohler Chemie, Alsbach)

Temperatursonde » YSI“ (Yellow Springs Instr.,USA)

Oxy-Sat-Meter: Bentley SM-0100 (Bentley Laboratories)

Gasflowmeter: Sechrist Gasblender (Sechrist Ind.,USA)

Warmetauscher: » Normo-Hypothermiegerét® (Fa Stockert)

Pumpensystem: Rollerpumpen-Prinzip (Fa Stockert/Fa. Polystan,A.D.Krauth)
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Anhangll Der Apachell Scoreim Uberblick [57]
| The Apache Il Severity of Disease Classification System
1. Acute Physiology Score (APS)
Physiologische Variable hoch abnormaler Bereich niedrig abnormaler Bereich
4 3 2 1 0 1 2 3 4
Korpertemperatur( °C) >41 39-40,9 38,5-38,9 [36-38,4 34-36 [32-33,9 30-31,9 <29,9
art. Mitteldruck (mmHg) >160 130-159 [110-129 70-109 50-69 <49
Herzfrequenz (1/min >180 140-179 [110-139 70-109 50-69 40-54 <39
IAtemfrequenz (1/min) >50 35-49 25-34 12-24 10-11 6-9 <5
Fi02>0,5 (AaDo2) >500 350-499  |200-349 >200
Fi02<0,5 (Pao2)mmHg >70 61-70 55-60 <55
art. pH >7.7 7.6-7.69 7.5-7.59 7.33-7.49 7.25-7.32  [7.15-7.24 [<7.15
Serum-Natrium (mmol/l) >180 160-179 [155-159 [150-154 130-149 120-129 111-119 <110
Serum-Kalium (mmol/l) >7 6-6.9 5.5-5.9 3.5-5.4 3-3.4 [2.5-2.9 <2,5
Serum-Kreatinin (mg/dl) >3.5 2-3.4 1.5-1.9 0.6-1.4 <0.6
Hamatokrit (%) >60 50-59.9 146-59.9 39-45.9 30-39 [20-29.9 <20
Leukozyten (1000/cmm) >40 20-39.9 [15-19.9 3-14.9 1-2,9 <1
Glasgow-Coma-Scale Score = 15 minus Glasgow-Coma-Scale Punkte
Summe Punkte (APS)
2. Alterspunkte :
<44 Jahre 0 Punkte
42-54Jahre 2 Punkte
55-64Jahre 3 Punkte
65-74Jahre 5 Punkte
>75 Jahre 6 Punkte
3. chronische Gesundheitspunkte:

Wenn der Patient eine Anamnese mit schwerer Organ-System-Insuffizienz hat oder immunsupprimiert ist, wird wie folgt

bepunktet:

N

Punkte fiir elektive postoperative Patienten

(é)]

Punkte fur nichtoperative oder Notfall postoperative Patienten

Definitionen:

Organinsuffizienz oder immunsupprimierter Zustand muss vor der Krankenhauseinweisung evident gewesen sein und

folgende Kriterien erfillen:

Leber: Zirrhosebeweisende Biopsie und dokumentierte portale Hypertension

Episoden von stattgehabbter oberer Gl-Blutung aufgrund portaler Hypertension

Friihere Episoden von Leberinsuffizienz/-Enzephalopathie/-Koma

Herz-Kreislaufsystem: NYHA Klasse IV

IAtmung: Chronische restriktive, obstruktive oder vaskulare Lungenerkrankung mit schwerer Ein-

schrankung der Belastbarkeit oder nachgewiesener chronischer Hypoxie, Hyperkapnie

sekundérer Polyzythamie, schwerer pulmonaler Hypertonie (>40mmHg) oder Respirator-

abhéngigkeit
Niere: terminale Niereninsuffizienz mit Dialysebehandlung
Immunschwéche: Immunsuppressive Therapie, z.B. Chemotherapie, Immunsuppressiva, Bestrahlung, Langzeit-

oder kirzliche High-Dose Steroidtherapie, immunabwehrschwéchende Grunderkrankung,

wie Leukdmie, Lymphom, AIDS, etc.

IAPACHE |l SCORE: IApache II-Score=Summe von APS + Alterspunkte + chronische Gesundtheitspunkte

IApache Il Gesamtpunkte:

Abb. 9: Der Apache il Score im Uberblick

Anhanglll Inder StudiegenutztesL abormaterial
Blutroéhrchen: Fa KABE Labortechnik, Nimbrecht
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Transferpipette:
Aquadest.:
Messzylinder:
Pipettierhilfe:
Pipettenspitzen:
Dispenser:
Feinwaage:
Magnetrihrer:
Becherglaser:
Polystyrol-Réhrchen:
Falconrohrchen:
Zentrifuge:
Tiefkuhltruhe:
Vortex-Mischer:
Horizontal schittler
ELISA-Shaker:
ELISA-Washer:
EL1SA-Reader:

ELISA-Auswertesoftware:

HEPES:

Natriumhydroxid:
Harnstoff:
Essigsaure:
LUMItest® Basiskit:
LUMItest® Washkit.
Luminometer:

Wasserstrahlpumpe

Anhang

Fa. Sarstedt, Numbrecht

Fa. Pharmacia+Upjohn AS, Halden, Norwegen

je nach gewiinschtem Volumen, FaVIT LAB, Seeheim

je nach gewiinschtem Volumen von Fa. Eppendorf, Hamburg
Grole je nach Pipetierhilfe von Fa. Eppendorf, Hamburg
Dispensette®, Fa. Brand, Wertheim

Typ L310, Fa. Sartorius, Gottingen

IDL, Nidderau

Fa Schott, Mainz

Fa. Sarstedt, NUmbrecht

Fa. Becton Dickinson, San Jose, Californien(USA)

Hettich Universal /K25 Typ 1302

Bosch 6S368T

Heidol ph Reax 2000, Fa. Heidolph, Kehlheim

Heidolph Rotamax 120T, Fa. Heidol ph, Kehlheim

Easy Shaker EAS 214, Fa. SLT Lab Instruments, Osterreich
EAWII, FaSLT Labinstruments, Osterreich

Behring EL 311 Microplate Reader, Fa. Dade& Behring,
Marburg

Behring ELISA-Auswert Software V.2.0.2, Fa. Dade& Behring,
Marburg

Fa. Carl Roth, Karlsruhe

HEPES ist (Cg Hig N2 O4 S)-Puffer

Fa. Merck, Darmstadt

Fa Merck, Darmstadt

Fa. Merck, Darmstadt

Fa. Brahms, Berlin

Fa. Brahms, Berlin

Luminometer Typ LB 9501 N, Fa. EG& G Berthold, Wildbach
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PBS-Puffer:

Natriumazid (NaN3):
Paraformal dehyd:
Lyseldsung fur Durch-
fluRzytometrie:
Kalibrierung des Durch-
fluRzytometers:

TrégerflUssigkeit fur
CaliBRITE™Beads
Verdinnung:
Reagenzienkits Antikorper
far Durchflu3zytometrie:
Durchfluf3zytometer :
Software:

Datenverarbeitung:

Anhang

PBS-Puffer-Konzentrat, Fa. BAG, Lich

Phosphatgepufferte Kochsalzldsung (Dulbeccos,modifiziert, ph
7,2 0,2; 0,01 mol/l PO4; 0,15 mol/l NaCL)

Fa Merck, Darmstadt

Fa. Merck, Darmstadt

FACS™Lysingsolution 10fach-K onzentrat,

Fa. Becton,Dickinson, San Jose,Californien(USA)
CaliBRITE™Beads (unmarkierte oder fluoreszenzfarbstoffmar-
kierte Polymethylmethacrylat-Mikropartikel), Fa. Becton,Dick-
inson, San Jose, Californien (USA)

FACSFlow™ sheath fluid, Fa. Becton Dickinson,

San Jose, Californien(USA)

Simultest™ IMK Plus und Fastlmmune™ Assay System ,

Fa. Becton Dickinson, San Jose,Californien(USA)

FacsCalibur, Fa. Becton Dickinson, San Jose,Californien(USA)
Becton Dickinson Simultest IMK Plus-Software
FACSComp™-Software, Fa. Becton Dickinson

FACStation, von Fa. Becton Dickinson auf den Zytometer-
gebrauch angepasstes Datenmanagementsystem auf Macintosh-

Ebene
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AnhanglV Wertetabellen

AV

Tab. 7: Ubersichtstabelleder Daten von SIRS- und Kontrollgruppe

Anhang

Ubersichtstabelle der Daten von SIRS- und Kontrollgruppe

arameter SIRS-Gruppe Kontrollgruppe
N [Mittelwert SD N [Mittelwert SD

CRP Tag 1 (mg/l) 10 73,95 39,95 | 15 70,01 29,95
CRP Tag 2 (mg/l) 10 149,56 4853 | 15 129,71 33,07
CRP Tag 3 (mg/l) 9 160,31 68,19 | 13 132,34 31,69
CRP Tag 4 (mg/l) 9 148,70 8267 | 6 112,20 38,89
IL-2Tag 1 (IU/ml) 9 0,47 0,57 - - -
IL-2 Tag 2 (1U/ml) 9 0,42 023 | - - -
IL-2 Tag 3 (1U/ml) 8 0,32 020 | - - -
IL-2 Tag 4 (1U/ml) 7 0,24 021 | - - -
IL-6 Tag 1 (pg/ml) 9 574,98 21396 | 15 344,18 100,05
IL-6 Tag 2 (pg/ml) 10 487,27 300,33 | 15 177,30 51,66
IL-6 Tag 3 (pg/ml) 9 375,52 292,75 | 15 96,81 71,97
IL-6 Tag 4 (pg/ml) 8 210,90 192,71 | 15 61,27 32,57
IL-8 Tag 1 (pg/ml) 10 45,92 60,01 | 15 2,22 1,47
IL-8 Tag 2 (pg/ml) 10 18,50 15,55 | 15 1,57 2,01
IL-8 Tag 3 (pg/ml) 9 16,71 1542 | 15 1,68 1,44
IL-8 Tag 4 (pg/ml) 8 13,46 10,34 | 15 2,36 2,08
IL-10 Tag 1 (pg/ml) 9 18,91 4412 | 15 1,93 2,12
IL-10 Tag 2 (pg/ml) 10 16,96 3464 | 15 0,57 0,89
IL-10 Tag 3 (pg/ml) 9 11,56 17,81 | 15 0,22 0,25
IL-10 Tag 4 (pg/ml) 8 6,54 7,77 | 15 0,17 0,66
sICAM-1Tag 1 (ng/ml) 9 312,73 75,69 | 15 87,72 19,17
sICAM-1Tag 2 (ng/ml) 10 355,91 108,36 | 15 93,11 17,73
sICAM-1 Tag 3 (hg/ml) 9 375,33 139,49 | 15 103,80 25,41
sICAM-1Tag 4 (ng/ml) 8 421,82 134,80 | 15 114,73 23,08
TGF-B 1 Tag 1 (pg/ml) 9 7373,33  [3131,08] 14 2628,71  |1803,70
TGF-B 1 Tag 2 (pg/ml) 10 5533,70  |3016,44| 14 281357  [2309,84
TGF-B 1 Tag 3 (pg/ml) 9 5582,89  [3043,89| 14 4365,79  |3485,32
TGF-B 1 Tag 4 (pg/ml) 8 6805,13  |7150,62| 14 418579 |3027,20
PCT Tag 1 (ng/ml) 9 16,52 9,82 | 15 1,26 0,86
PCT Tag 2 (ng/ml) 10 15,92 12,55 | 15 1,05 0,58
PCT Tag 3 (hg/ml) 9 14,57 11,20 | 15 0,66 0,21
PCT Tag 4 (ng/ml) 8 8,50 7,04 | 15 0,49 0,21
CD3+Tagl(%)” 9 52,78 15,63 | 14 61,64 8,09
CD3+Tag 2 (%)” 10 57,20 11,47 | 14 63,50 6,79
CD3+Tag 3 (%)” 9 63,22 11,69 | 15 65,53 8,48
CD3+Tag4 (%)” 8 61,50 964 | 15 70,47 7,37
CD3/HLA-DR+Tag1 (%) | 9 7,22 217 | 14 11,29 5,40
CD3/HLA-DR+Tag?2 (%)” |10 6,60 246 | 14 7,71 453
CD3/HLA-DR+Tag3 (%) | 9 7,56 309 | 15 7,53 4,60
CD3/HLA-DR+Tag4 (%)” | 8 7,38 245 | 15 9,00 4,99
CD4+Tag 1 (%)” 9 42,67 18,03 | 15 39,53 11,56
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arameter SIRS-Gruppe Kontrollgruppe
N [Mittelwert SD N [Mittelwert SD
CD4+ Tag 2 (%)” 10 47,70 12,27 | 15 45,27 12,64
CD4+ Tag 3 (%)” 9 51,00 9,07 | 15 45,20 8,29
CD4+ Tag 4 (%)? 8 50,25 971 | 15 47,87 9,03
CD8+Tag1(%)” 9 34,78 12,95 | 15 45,53 13,56
CD8+ Tag 2 (%)? 10 23,60 6,22 | 15 42,40 13,88
CD8+ Tag 3 (%)” 9 24,44 7,06 | 15 37,13 8,88
CD8+ Tag4 (%)” 8 20,13 969 | 15 38,40 9,31
CD4/CD69 Tag 1 (% )" 9 6,56 7,80 | 13 3,92 2,99
CD4/CD69 Tag 2 (% )" 10 7,50 506 | 14 2,86 2,60
CD4/CD69 Tag 3 (%)” 9 7,56 555 | 15 2,40 2,29
CD4/CD69 Tag 4 (% )" 8 9,88 584 | 15 4,00 3,07
CD8/CD69 Tag 1 (%)” 9 3,00 2,06 | 13 5,54 416
CD8/CD69 Tag 2 (%)? 10 2,80 148 | 14 479 4,96
CD8/CD69 Tag 3 (% )" 9 2,89 293 | 15 3,67 3,64
CD8/CD69 Tag 4 (%)” 8 413 270 | 15 4,20 413
CD16/CD56 Tag 1 (%)” 9 28,89 2348 | 15 20,93 9,75
CD16/CD56 Tag 2 (%)” 10 12,60 8,88 | 15 19,67 10,94
CD16/CD56 Tag 3 (%)” 9 11,33 534 | 15 14,53 7,37
CD16/CD56 Tag 4 (%)” 8 8,50 2,88 | 15 14,27 6,90
CD19+ Tag 1 (%)” 9 17,00 6,56 | 15 15,13 7,02
CD19+ Tag 2 (%)” 10 19,80 509 | 15 12,33 5,65
CD19+ Tag 3 (%)” 9 21,11 6,19 | 15 13,40 5,04
CD19+ Tag 4 (%)” 8 22,63 583 | 15 13,93 5,04

Y Bei den Lymphozytensubpopulationen wurde gemaR der Empfehlung von The National Committee for Clinical
Laboratory Standards (NCCLYS) jeweils der Anteil der Zellen, welche den jeweiligen Marker tragen, an den
Gesamtlymphozyten in Prozent angegeben und nicht die Anzahl aller Ereignisse im Gate als Grundmenge

genutzt.

IV.Il Vergleich der Daten Uberlebender und Verstorbener innerhalb der SIRS

Gruppe

Tab. 8: Vergleich der Daten Uberlebender und Verstorbener innerhalb der SIRS-Gruppe

Parameter Uberlebende Verstorbene Signifikanz
Mittelwert | SD [N [Mittelwertf SD [N
Alter (Jahre) 64,83 906 |6 | 71,00 245 |4 ] 02577
Grdsse (cm) 175,17 674 |6 ] 17650 | 342 |4 | 21,0007
Gewicht (kg) 87,67 539 |6 | 81,25 768 |4 ] 02577
OP-Zéit (min) 280,50 4565 |6 | 352,00 | 6949 |4 ] 041717
EK Z-Dauer (min) 137,50 3429 |6 | 17025 | 6560 [4 | 04767
| schamiezeit (min) 72,50 1385 |6 | 97,75 | 4085 |4 | 03527
Anastomosenanzahl 3,67 082 [6] 3,00 08 |4 03527
Nachbeatmung (h) 77,67 3357 |6 | 12650 | 8144 4| 02577
| ntensivaufenthalt (d) 9,67 372 |6 ] 550 387 4] 00677
APACHE-ScoreTag 1 29,67 753 |6 ] 30,50 420 |4 | 08477
APACHE-Score Tag 2 23,33 378 |6 ] 30,00 606 4] 00627
APACHE-Score Tag 3 20,67 787 |6 | 2867 058 |[3 | 0,055?
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Parameter Uberlebende Verstorbene Signifikanz
Mittelwert SD N [Mittelwert SD N

APACHE-Score Tag 4 17,00 11,80 |6 | 32,00 000 [3] p<0,05?
Temperatur Tag 1 (°C) 38,82 065 |6 | 3893 041 |4 ] o777?
Temperatur Tag 2 (°C) 38,27 0,44 6 | 38,35 0,30 4 0,750 2
Temperatur Tag 3 (°C) 38,10 048 |6 | 3850 026 [3] 02312
Temperatur Tag 4 (°C) 37,35 057 |6 | 3860 053 |[3] p<0,05?
L eukozyten/mm * Tag 1 15633,33 | 6028,49 |6 [16175,00 | 6563,22 |4 | 0,896?
L eukozyten/mm * Tag 2 18100,00 |6063,00 |6 [20525,00 | 8830,02 [4 | 0,617
L eukozyten/mm ° Tag 3 13250,00 | 462547 |6 ||24366,67 | 418848 |3 | p<0,05~
L eukozyten/mm ° Tag 4 11300,00 |3861,09 |6 [|25566,67 |5688,88 |3 | p<0,05?
CRP Tag 1 (mg/l) 84,53 4370 |6 | 5808 | 3232 |4 | 03337
CRP Tag 2 (mg/l) 159,72 3502 |6 | 13433 | 6712 4] 0450?
CRP Tag 3 (mg/l) 159,13 5510 |6 | 162,67 | 10485 [3 | 09472
CRP Tag 4 (mg/l) 143,07 63,10 |6 | 159,97 | 130,76 |3 | 0,794?
IL-2 Tag1(1U/ml) 0,27 005 [5] 072 08 [4] 03672
IL-2 Tag 2 (IU/ml) 0,29 007 [5] 058 028 |4] 01287
IL-2 Tag3(IU/ml) 0,24 015 |[5] 046 021 |[3] 01377
IL-2 Tag4 (IU/ml) 0,17 008 |[5| 041 040 |2 ] 05637
IL-6 Tag 1 (pg/ml) 62218 | 262,72 |5 | 51598 | 147,28 |4 | 0,497?
IL-6 Tag 2 (pg/ml) 404,42 2508 |6 | 61155 | 351,9 [4 | 03122
IL-6 Tag 3 (pg/ml) 310,60 2603 |6 | 50537 | 3681 [3 ] 0,382?
IL-6 Tag 4 (pg/ml) 222,38 2151 |6 ] 17645 | 1595 |2 | 0,795
IL-8 Tag 1 (pg/ml) 17,47 1620 |6 8860 | 7949 |4 | 041712
IL-8 Tag 2 (pg/ml) 13,03 1344 |6 26,70 | 1659 |4 | 0,887
IL-8 Tag 3 (pg/ml) 11,83 1438 |6 | 2647 | 1483 [3 | 041977
IL-8 Tag 4 (pg/ml) 13,57 12,19 |6 | 13,15 233 |2 ] 09657
IL-10 Tag 1 (pg/ml) 2,50 1,89 5] 3943 | 6462 [4 ]| 03367
IL-10 Tag 2 (pg/ml) 0,86 025 |6 4110 | 4801 |4 | 01927
IL-10 Tag 3 (pg/ml) 1,98 1,30 |6 ] 3071 | 2095 |3 | 0,407
IL-10 Tag 4 (pg/ml) 4,23 490 |6 1345 | 1322 [2 | 0500
sICAM-1Tag 1 (ng/ml) 273,07 7754 5] 36231 | 3688 [4] 0074?
SsCAM-1Tag 2 (ng/ml) 329,95 | 110,87 | 6| 394,85 | 10664 [ 4] 03842
siCAM-1 Tag 3 (ng/ml) 342,24 106,21 | 6] 44152 | 19945 [ 3| 03477
sICAM-1Tag 4 (hg/ml) 401,31 81,25 | 6] 48335 | 289,98 [ 2| 0,758?
TGF-B1 Tag 1 (pg/ml) 72950 | 42342 |5 | 7471,3 | 14885 |4 | 09349
TGF-B, Tag 2 (pg/ml) 41757 | 18024 |6 | 75708 | 35582 [4 | 0,152?
TGF-p. Tag 3 (pg/ml) 50520 | 33504 |6 | 6644,7 | 25419 |3 | 0461?
TGF-B1 Tag 4 (pg/ml) 43532 | 20009 |6 |14161,0 | 139145 |2 | 0,500?
PCT Tag 1 (ng/ml) 9,90 6,01 [5] 24,79 670 | 4] p<0,05?
PCT Tag 2 (ng/ml) 8,39 729 |6] 2723 | 1000 [4] p<0,05?
PCT Tag 3 (ng/ml) 8,63 842 [ 6] 2645 259 | 3] p<0,05?
PCT Tag 4 (ng/ml) 5,92 611 | 6| 1624 076 | 2| 00642
CD3+Tag1 (%) 47,80 1844 |5 | 59,00 1023 |4 | 03167
CD3+ Tag2 (%) ° 58,17 1204 |6 5575 | 1218 |4 | 07657
CD3+Tag 3 (%) 67,17 11,96 |6 | 55,33 702 (3] 01652
CD3+Tag4 (%)~ 62,33 10,60 |6 | 59,00 849 |2 | 0,705
CD3/HLA-DR+ Tag 1 (%) 5,80 1,48 |5] 9,00 141 [ 4] p<0,05?
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Parameter Uberlebende Verstorbene Signifikanz
Mittelwert SD N [Mittelwert SD N

CD3/HLA-DR+ Tag 2 (%) ° 6,17 248 6] 7,25 263 [4] 05272
CD3/HLA-DR+ Tag 3 (%) ? 7,83 319 [6] 7,00 346 | 3] 07297
CD3/HLA-DR+ Tag 4 (%) 6,83 232 6] 900 283 |2| 03132
CD4+Tag 1 (%)~ 41,00 1685 |5] 4475 | 2185 |4 07887
CD4+ Tag 2 (%) 49,50 920 |6 45,00 1715 [ 4| 06552
CD4+ Tag 3 (%) 56,33 383 |[6] 4033 6,03 |[3] p<0,05?
CD4+ Tag 4 (%) 52,33 843 |6 44,00 1414 | 2] 0330?
CD8+Tag1 (%)~ 31,80 687 | 5| 3850 1873 [ 4| 04782
CD8+Tag 2 (%)~ 25,33 745 [ 6| 21,00 294 4] 03072
CD8+ Tag 3 (%) 24,67 833 |[6] 24,00 500 |3] 09042
CD8+Tag4 (%) 17,83 621 |6| 2700 | 1838 [ 2] 0,608?
CD4/69+ Tag 1 (%) ® 7,40 764 [5] 550 904 |4] 07427
CD4/69+ Tag 2 (%) ? 7,83 454 [ 6| 7,00 648 |4| 08157
CD4/69+ Tag 3 (%) ° 9,83 527 [6] 3,00 265 3] 00772
CD4/69+ Tag 4 (%) ° 10,83 646 |6 7,00 283 2] 04652
CD8/69+ Tag 1 (%) ? 3,40 241 |5 250 1,73 | 4] 05512
CD8/69+ Tag 2 (%) ? 2,67 1,03 | 6] 3,00 216 4] 07482
CD8/69+ Tag 3 (%) ¥ 3,67 339 [6] 133 058 |3| 02897
CD8/69+ Tag 4 (%) ? 3,67 207 |6 550 495 | 2] 04482
CD16/56+ Tag 1 (%) ¥ 26,00 2215 | 5] 3250 | 2802 [4] 0,708
CD16/56+ Tag 2 (%) ¥ 15,83 1023 6] 7,75 320 [4| 01717
CD16/56+ Tag 3 (%) 12,50 59 [6] 900 361 |3] 03892
CD16/56+ Tag 4 (%) ¥ 7,50 1,38 | 6] 1150 495 | 2] 04547
CD19+ Tag 1 (%) 17,20 669 |[5] 16,75 741 | 4] 09282
CD19+ Tag 2 (%) ? 19,83 504 [6] 19,75 597 |4] 09822
CD19+ Tag 3 (%) ? 22,00 607 [6] 1933 737 |3] 05787
CD19+ Tag 4 (%) ° 20,67 532 | 6] 2850 212 | 2| 0,100?

D Exakte Signifikanz nach Mann-Whitney
2 Signifikanz nach dem t-Test der Varianzanalyse

% Bei den Lymphozytensubpopul ationen wurde gemal? der Empfehlung von The National Committee for Clinical
Laboratory Standards (NCCLS) jeweils der Anteil der Zellen, welche den jeweiligen Marker tragen an den
Gesamtlymphozyten in Prozent angegeben und nicht die Anzahl aler Ereignisse im Gate als Grundmenge genutzt.
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