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1. Einleitung und Fragestellung

1.1 Bedeutung und Funktion mononukleirer Phagozyten bei der natiirlichen und

antigenspezifischen Immunantwort

Trotz aller Fortschritte der Medizin stellt das Auftreten von perioperativen Infektionen noch
immer ein ernstes Problem dar. Jegliche Immunantwort umfaf3t als ersten Schritt, dal das
Pathogen oder anderes Fremdmaterial erkannt wird, und als zweiten Schritt, dass es beseitigt
wird. Die Immunabwehr kann in zwei verschiedene Bereiche unterteilt werden: das nicht-

spezifische und das spezifische Immunsystem.

Das nicht spezifische Immunsystem beinhaltet:
1. Oberflachenbarrieren (Haut, Schleimhaut)
2. Abwehrmechanismen gegen Mikroorganismen (physiologische Flora,
antimikrobielle Substanzen, wie Lysozyme, Akut-Phase-Proteine)
3. Mediatoren der Entziindungsreaktion (Komplementfaktoren, Fibronektin,
Prostaglandine, Leukotriene, plattchenaktivierender Faktor, Zytokine)

4. Phagozytose und oxidativer Burst (Granulozyten, Makrophagen)

Die spezifische Immunabwehr besteht aus:
1. Zellularer Abwehr (Makro- und Mikrophagen, T- und B-Zellen, Natural Killer
(NK)-Zellen)
2. antigenspezifischen Antikorpern

(49, 52, 55, 101).

Der entscheidende Unterschied zwischen den beiden ist, dal eine erworbene

Immunantwort sehr spezifisch auf ein bestimmtes Pathogen reagiert.

Fiir die Immunantwort hauptsidchlich verantwortlich sind Leukozyten. Wichtige Gruppen
von Leukozyten sind die Phagozyten, wozu die Monozyten, Makrophagen und neutrophilen

polymorphkernigen Granulozyten zdhlen. Sie konnen sich an Mikroorganismen anheften,



diese aufnehmen und zerstoren. Da sie einfache unspezifische Erkennungsmechanismen
verwenden, durch die sie sich an einer Vielzahl von mikrobiellen Produkten binden konnen,
vermitteln sie die angeborenen Immunantworten. Sie fungieren somit als erste
Verteidigungslinie gegen eine Infektion. Die meisten perioperativen Infektionen sind durch
Bakterien verursacht, denen mit den polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten und
mononukledren Phagozyten ein antigenunspezifisches Abwehrsystem phagozytierender

Zellen gegeniibersteht.

Monozyten, welche im roten Knochenmark produziert werden, iiben einen wesentlichen
EinfluB3 auf die humorale und die zellvermittelte Immunantwort aus. Sie entwickeln sich aus
omnipotenten hdmatopoetischen Stammzellen iiber die Zwischenstufen myelozytopoeische
Stammzelle, Monoblast und Promonozyt. Monozyten werden dann in den Blutkreislauf
abgeben, wo sie fiir 8-10 Stunden verbleiben. Sie verlassen dann das Blut und wandern in
das Gewebe ab, wo sie sich in die gewebespezifischen Makrophagen transformieren. Sie
sind in groBer Zahl im Bindegewebe, in der Submucosa des Gastrointestinaltraktes, in der
Lunge (wo sie sowohl im interstiziellen Gewebe als auch in den Alveolen zu finden sind),
entlang bestimmter Blutgefa3e in der Leber (wo sie Kupffer-Sternzellen genannt werden),
als Intraglomeruldres Mesangium in der Niere, in Form von Mikroglia im Gehirn, in den
Lymphknoten und in der Milz anzutreffen, wo sie alternde Blutzellen beseitigen (55)
Zusammen mit den Makrophagen bilden die Monozyten das ,,mononuclear phagocytic
system (MPS)“ - auch als retikuloendotheliales System (RES) bezeichnet.

Die Féhigkeit zur Chemotaxis und die Phagozytose von Fremdmaterial sind mit die
wichtigsten Eigenschaften von Monozyten. Angezogen durch bestimmte die Chemotaxis
auslosende Substanzen (z.B. Lymphokine, Immunkomplexe, kationische Peptide,
Komplementfragment C5a, N-formyl-Peptide, Endotoxin und andere bakterielle Faktoren)
konnen Monozyten sich amdboid auf ein Ziel hin fortbewegen. Die Funktion der
mononukledren Phagozyten besteht in der Erkennung von in den Organismus
eingedrungener Pathogene, deren Phagozytose und Bildung eines intrazelluldren
Phagosoms. Es schlieit sich die Verschmelzung von einem oder mehrerer Lysosomen mit
dem Phagosom an. In diesem Phagolysosom erfolgt die Zerstorung des Pathogenes durch
die aus den Lysosomen freigesetzten Substanzen wie toxische Peroxidasen, Enzyme,

kationische Proteine, Stickstoffmonoxyd und anderer Verbindungen.



Die Antigenpriasentation ist eine andere wichtige Funktion der Monozyten. Nach der
Phagozytose der Antigene werden diese in dem Endosom weiter verarbeitet. Immunogene
Peptide werden dabei mit MHC-Klasse-1I-Molekiilen kombiniert an der Zelloberfldche
prasentiert. Das ist eine Schliisselfunktion fiir die Einleitung einer spezifischen
Immunreaktion. Sie flihrt zur einer Aktivierung und Wachstumsstimulation von T-Zell-
Lymphozyten, welche ihrerseits eine Reihe von Mediatoren sezernieren. Monozyten und
Makrophagen tragen auch Rezeptoren fiir Zytokine wie Interleukin-4, IFNy und den
Migrationshemmfaktor auf der Zelloberfliche. Mit Hilfe dieser Rezeptoren kdénnen
Zytokine, die von T-Zellen abstammen, die Funktion von Monozyten und Makrophagen
verstiarken. Solche “aktivierten Monozyten/Makrophagen bilden auch Zytokine wie
Interleukin-1,  Interleukin-6, Koloniestimulierender = Faktor, = Tumornekrosefaktor,
Komplementkomponenten, Prostaglandine und andere, die eine Reihe von immunologischen

Effekten haben.

Phagozytose, Zytotoxizitit, Mediatorproduktion und die Antigenprisentation zdhlen also zu

den primiren Aufgaben des mononucledren Phagozytensystems (101).



1.2 Steuerung und Regulation der Migration mononukleirer Phagozyten
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Abbildung 1 Immunabwehr auf einen bakteriellen Reiz (66)

Mononukledre Phagozyten im Blut wandern in das Gewebe aus, wo sie sich zu
Gewebsmakrophagen entwickeln. Somit bildet sich ein Netzwerk aus Gewebsmakrophagen
in vielen Organen, durch das an strategisch wichtigen Orten im Korper Krankheitserreger

erkannt und bekdmpft werden koénnen.

Bei Inflammationen oder der Pridsenz von Prokaryoten im Gewebe zeigt sich eine gezielte
Migration von zirkulierenden Blutmonozyten, Makrophagen, Granulozyten und
Lymphozyten in das Infektionsgebiet. Dabei spielen sich im Wesentlichen drei Vorgidnge
ab:
1) eine erhdhte Blutzufuhr zum Infektionsort,
2) eine erhohte Kapillarpermeabilitdt durch Retraktion der Endothelzellen. So wird
das Endothel von Molekiilen passiert, die normalerweise zu grof3 dafiir wéren, und
dies erlaubt damit auch Antikoérpern, Komplement und Molekiilen anderer

Plasmaenzymsysteme, zum Entziindungsherd vorzudringen.



3) Leukozyten (neutrophile Polymorphkernige, Monozyten und Makrophagen) treten
aus den Kapillaren in das umgebende Gewebe aus. Im Gewebe wandern sie durch
Chemotaxis auf den Infektionsort zu.

Induziert und geregelt wird diese Reaktion durch verschiedene Mediatoren, die zum Teil

vom eingedrungenen Organismus selber stammen oder von bereits vor Ort befindlichen

Immunzellen freigesetzt werden:

Kiirzel weitere Bezeichnungen Quelle Zielzellen Biologische Aktivitat
Proinflammatorische
Monozyten, Wirkung
lymphocyte activating factor, | Makrophagen, T-Zellen, Lymphozyten-Aktivierung,
endogenous pyrogen, dentr. Zellen (DC), B-Zellen, Makrophagen-Aktivierung,
IL-1 leucocyte endogenous Astrozyten, NKZellen, EC, Erhéhung der
mediator, mononuclear cell B-Zellen, Hepatozyten, Zelladhasion, Fieber,
factor, catabolin Endothelzellen (E), Knochenzellen Gewichtsverlust
Fibroblasten Hypotonie, Kachexie
Akutphase-Reaktion
Autokriner und parakriner
T-Zellen, Wachstumsfaktor fiir TZellen,
NK-Zellen, B-Zell-Proliferation
IL-2 T-cell growth factor 776l B-Zellen, und Differenzierung,
(TCGF) ceten Monozyten, Monozyten und NK-Zellen
Makrophagen, Aktivierung, Forderung der
; Produktion anderer
Oligodendrozyten Zytokine, z.B. von IFN-y
Multi-colony stimulating .
factor(MCGF), eosinophil- akt. T-Zellen, Mast- . Waghstumsfaktor fir K-
L ; . alle KM-Vorlaufer- Vorlauferzellen,
IL-3 CSF(E-CSF), hematopoietic | Zellen, eosinophile
zellen B-Zellen,
cell growth factor (HCGF), Granulozyten M
. onozyten
burst- promoting
activity(BPA)
Isotyp-Switch von B-
Zellen,
Forderung der Sekretion
. . Mastzellen, T-Zellen, B-Zellen, von IgG4 und IgE von
L=t (BBg;”f )tlmulatlng factor 1 T-Zellen, Monozyten, EC, BZellen,
KM-Stromazellen Fibroblasten Férderung der
Differenzierung von
T-Helferzellen zum TH2-
Phénotyp
Interferon- y2, B-cell
stimulatory factor 2 (BSF-2), B-Zellen, B-Zell-Wachstum und
T-Zellen, B-Zellen, . .
plasmacytoma growth factor, Plasmazellen, Differenzierung,
IL-6 . . Makrophagen, o 2
hepatocyte differentiation T-Zellen, T-Zell-Proliferation,
KM- Stromazellen, .
factor (HSF), monocyte : Hepatozyten, Akutphase-Reaktion
; Fibroblasten, EC
granulocyte inducer type 2 KM-Zellen
(MGI-2)
Neutrophil attractant/ Ch?mmax's und
S . Aktivierung von
activating protein (NAP-1), . .
A . . neutrophilen Granulozyten:
neutrophil activating Epithelzellen, EC, neutrophile :
IL-8 Rekrutierung von
factor(NAF), leucocyte Lymphozyten, Granulozyten, Entziindunaszellen
adhesion inhibitor (LAI), Monozyten, DC kapillare EC an dem 9
Granulocyte chemotatic ; "
. Ort einer Entziindung,
protein (GCP) Angi
ngiogenese




Kirzel weitere Bezeichnungen Quelle Zielzellen Biologische Aktivitat
THO- und TH2- B-Zellen,
i . o Zellen, akt. CD4+ Thymozyten, Aktivierung und
[ Cytokine synthesis inhibitory und CD8+ T-Zellen, TH1-Zellen, Proliferation von B-Zellen,
factor (CSIF)
Monozyten, Monozyten, Thymozyten,
Makrophagen, DC NK-Zellen
B-Zell-Proliferation und
Lt p600 Aktivierte T-Zellen B-Zellen, Differenzierung, IgE-
Monozyten :
Sekretion
proinflammatorisches
Zytokin.
. akt. Monozyten und Wachstums- und
Tumor necrosis factor alpha, . )
) ; Makrophagen, Differenzierungsfaktor
Cachektin, Nekrosin, o nahezu alle L
TNF-a . dendritische Zellen, A fiir viele Zellen.
hemorrhagic factor, Korperzellen ' .
macrophage cytotoxin B.-Lymphozyten, T-Zellen, Fieber, Produktion .
Fibroblasten von Akutphaseprotein,
Kachexie
Zytotoxisch fiir viele
transformierte Zellen
TNF-B Tumor necrosis factor beta, aktivierte T-Zellen nahezu alle Wachstumsfaktor und
Lymphotoxin, und B- Zellen Korperzellen Differenzierungsfaktor
Cytotoxin fiir viele Zellen.
Aktivierung, Wachstum
Interferon- y, Hématopoetische und Differenzierung von
Immuninterferon CD8+ und CD4+ TZellen, PO 9
IFN-y Zellen, Epithelzellen | T-zellen, B-Zellen,
oder Typ-Il Interferon, NK-Zellen ,
und EC, viele Makrophagen, NK-Zellen,
T-Zellen- N L
Interferon Tumorzellen E(; verstarken antivirale
Wirkung von IFN-y

Tab. 1 Ubersicht Gber Zytokine (3, 74, 55, 101)

Leukozyten lagern sich an das Endothel von Blutgefden an und verlassen sukzessive den
Blutkreislauf durch Transmigration durch die Interzellularspalten der Endothelzellen. Dieser
durch Chemoattraktoren bedingte Prozel wird als Diapedese bezeichnet. Die wieder
aufthebbare Adhision von Leukozyten am Endothel, der Basalmembran und anderer
Oberfldchen ist ein essentielles Ereignis bei der Ausbildung von Entziindungsreaktionen und
kann inzwischen bereits auf molekularer Basis beschrieben werden. Der erste Schritt ist die
reversible Bindung von Leukozyten mit ihren Kohlenwasserstoftfliganden an Selektin des
vaskuldren Endotheliums. Diese Verbindung 16st sich bereits durch die beim Blutstrom
auftretenden mechanischen Scherkrifte, somit ,rollen“ die Leukozyten entlang der
Gefidlinnenwand unter stindigem Binden und Losen dieser Verbindung. Diese Verbindung
reicht jedoch aus, um stirkere Interaktionen mit der Endothelmembran zuzulassen. So
konnen auch festere Verbindungen induziert werden, z.B. bei Neutrophilen die Bindung von
ICAM-1 des Endohels an LFA-1(ay:32) und bei Monozten von VCAM-1 an VAL-4. Nach
Kontakt von Rezeptoren auf der Leukozytenoberfliche mit Zytokinen wie Interleukin-8
kann die Rollbewegung gestoppt werden, und die Zellen konnen sich durch die Liicken

zwischen den Endothelzellen durch Diapedese hindurchquetschen. Um die Basalmembran



zu durchdringen behilft sich der Leukozyt eines Matix-Metalloprotein-Enzyms, welches an
der Zelloberfliche exprimiert wird. SchlieBlich migriert die Zelle  entlang des

Konzentrationsgradienten von Chemokinen, welche von anderen Zellen oder Bakterien am

Ort der Entziindungsreaktion sezerniert werden.

Blood vessel lumen

adhesion
molecules

Tissue

Abbildung 2 Monozyten verlassen den Blutkreislauf und migrieren in einem
schrittweisen Prozel} durch das Endothel der Gefalie. (55).

Chemotaxis bezeichnet die zielgerichtete Bewegung von Zellen entlang dem
Konzentrationsgradienten eines chemotaktischen Molekiils. Zahlreiche Mediatoren, wie z.B.
Histamin, konnen zwar die Gesamtmobilitit der Zellen verstirken, 16sen aber keine
gerichtete Migration aus. Diese Eigenschaft wird als Chemokinese bezeichnet. Um eine
gerichtete Migration auszul6sen, mull die Zelle auf die Gradienten des chemotaktischen
Mediatoren ansprechbar sein. Fiir die Erkennung reicht dabei ein Konzentrationsunterschied
zwischen zwei Polen der Zelle von 0,1% aus. Monozyten besitzen einen f-Met-Leu-Phe (f-

MLP) Rezeptor (29). Dieser Rezeptor bindet an Peptide, die am N-Terminus durch



formyliertes Methionin gebunden sind. Da nun Prokaryoten (z.B. Bakterien) im Gegensatz
zu Eukaryoten die gesamte Proteintranslation mit dieser Aminosdure initiieren, stellt dies
ein einfaches spezifisches Signal fiir die Anwesenheit von Bakterien dar, in deren Richtung
sich die Phagozyten in Bewegung setzen sollen. Sind Monozyten am Ort des
Entziindungsgeschehens ankommen, sind sie aktiviert in der Lage durch Freisetzen von
Interleukin-8  weitere Zellen (Basophile und Neutrophile) anzulocken. Das
Komplementsystem ist neben den Phagozyten ein wesentlicher Bestandteil der angeborenen
Immunabwehr. Bei der Bildung des Membranangriffkomplexes (C5b-9-Komplex) kommt
es zur Freisetzung von chemischen Produkten wie CS5a, welches seinerseits eine

chemotaktische Wirkung besitzt und Phagozyten anlocken kann.

Faktor Kennzeichen Quelle Zielzelle
i . Neutrophile,
C5a 77-As-Peptid N ggrm'&‘:tste":“ Eosinophile.
o Makrophagen
Tripeptide mit Neutrophile,
f-Met-Leu-Phe . , Prokaryoten Eosinophile,
blockiertem N-Terminus
Makrophagen
. . . Mastzellen, Neutrophile,
LTB, frachidonsauremetaboltien Basophile, Eosinophile,
PoXyg y Makrophagen Makrophagen
IL-8 10-kDa-Protein Aktivierte Monozyten | T\eutrophile,
Basophile

Tab. 2 Chemotaktische Molekule. Die Darstellung zeigt die wichtigsten
chemotaktischen Molekulle fur Leukozyten. Sie entfalten ihre Wirkung innerhalb
kurzer Distanzen am Ort der Entzindung (101)

Somit leisten die mononukledren Phagozyten durch Unspezifitit der Aktivierung, aber auch
durch ihre Mobilitit und rasche Verfiigbarkeit einen wesentlichen Beitrag in der Frithphase
der Abwehr eingedrungener Keime und daher auch zur Verhiitung perioperativer
Infektionen.

Monozyten nehmen in der Immunantwort eine wichtige Stellung ein, nicht zuletzt aufgrund

ihrer Multifunktionalitét.




1.3 Immunmodulierende Effekte von Anasthetika mit detaillierter

Darstellung der einzelnen Substanzen.

Die korpereigene Abwehr gegen Krankheitserreger ist ein sehr komplexer ProzeB3, der von
vielen Faktoren abhéngig ist und auch durch Medikamente beeinfluit werden kann. Dal3
verschiedene Anésthetika die korpereigene Abwehrkraft gegeniiber Bakterien herabzusetzen
vermogen, ist seit iiber hundert Jahren bekannt. Bereits 1889 berichtet Platania (97) von
Versuchen, bei denen verschiedene Tierarten, welche von Natur aus fiir eine
Milzbrandinfektion wenig empfanglich waren, unter dem Einflul von Narkotika wie Curare,
Alkohol und Chloralhydrat an Milzbrand erkrankten. Snel (112) beobachteten im Jahre 1903
bei Experimenten mit Meerschweinchen, daB unter Ather-, Chloroform- und Chloralhydrat-
Narkose die Mortalitdt nach Infektion mit Milzbrand anstieg. Klein und Coxwell (58)
publizierten die gleichen Ergebnisse nach Narkose durch Ather-Chloroform-Inhalation bei
Froschen.

Die Angeborene und erworbene Immunitit spielt die Hauptrolle in der
Verteidigungsantwort des Organismus. Schmerzen, Strefl, nekrotisches Gewebe und
eindringende  Mikroorganismen sind bekannte Modulatoren der komplizierten
Immunantwort der Patienten, die sich einem chirurgischen Eingriff unterziehen. Die Balance
zwischen proinflamatorischen und anti-inflamatorischen Prozessen ist dabei der Schliissel
zur Reaktion des Korpers bei Infektionen, Verletzung und bei chirugischen Traumata.
Medikamente, die in der Andsthesie und Intensivmedizin gebrduchlich sind, kdnnen
moglicherweise immunologische Reaktionen, durch Verdnderung der interzelluldren
Kommunikation im Sinne einer Modifikation der Zytokinmuster und duch Fluktuation der
peripheren Immunzellen, wie natiirliche Killerzellen (NK), B-Zellen und T-Lymphozyten
bzw. deren Subpopulationen, beeinflussen.

Duncan (27) beschrieb in seiner Arbeit den EinfluB von Anisthetika auf verschiedene
Funktionen des Immunsystems und zeigte eine immunsuppressive Wirkung dieser
Substanzen. Die Anisthesie selbst oder die perioperativen Medikamentengaben des
Anisthesisten konnen die Immunfunktion mit moglicher Auswirkung auf den postoperativen
Verlauf d@ndern. Zum Beispiel konnen Transfusion des allogenem Blutes und Gabe von

Dopamin oder Metoclopramid die Immunitdt behindern (3). Stre3 und Schmerz sind mit der



Immuntoleranz, erhohten Anfalligkeit fiir Infektionen und der Metastasierung von Tumoren
in den Tiermodellen verbunden. So kann Anésthesie — durch Modulation der
neurohumoralen StreBantwort — die Immunitdt des chirurgischen Patienten indirekt
beeinflussen. Insbesondere scheinen die Epiduralanisthesie und Leitungsandsthesie die
StreBreaktion, mit vorteilhaften Effekten auf zellulare und humorale Immunitit, zu
vermindern. Becker P et al. (4) konnte nachweisen, dal nach Eingriffen mit
Allgemeinandsthesie mit Thiopental im Gegensatz zu Narkoseverfahren mit
Epiduaralanisthesie der Serumspiegel von IgM selbst 7 Tage nach der Operation noch
deutlich erhoht war. Zusétzlich konnen Betdubungsmittel, wie Etomidat, Propofol oder
Thiopental und Opioide Funktionen der immun kompetenten Zellen direkt beeinflussen (3).
Jedoch konnen diese negativen Effekte nur mit hohen supraklinischen Konzentrationen
und/oder langfristiger Inkubation nachgewiesen werden. Die Erfahrung zeigt, daB
Sedierungsverfahren mit Thiopental bei neurochirurgischen Patienten eine erhohte Anzahl

von Komplikationen durch Infektionen beglinstigte (3, 62).
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1.3.1 Thiopental

Viele Studien zeigen, dall Thiopental zu einer Hemmung des Immunsystems féhig ist.

Bei Barbituraten ist bekannt, daBl sie die T-Zell-Proliferation, Differenzierung und
Zytokinsynthese hemmen konnen. Thiopental ist in der Lage in T-Lymphozyten das
Aktivierungprotein-1 (AP-1), iiber eine Blockung der Genexpression, zu inhibieren (50).
Ichiyama et al. (51) zeigten, dall Thiopental sowohl die Produktion von die TNF-a in A-172
Zellen als auch die Aktivierung der Transkription von NF-kB in menschlichen Glia-Zellen
bei Experimenten mit Gehirnentziindungen hemmte und damit einen antiinflamatorischen
Effekt zeigte.

Die Untersuchung von mit Thiopental behandelten Lymphozyten zeigte einen deutlich

erhohten oxidativen Status (24).

In Anwesenheit von Thiopental wurde die Expressionsdichte von CDI14, die
lipopolysaccarid stimulierte Tumornekrosefaktor-Reaktion und die Freisetzung von IL-1
Rezeptor Antagonisten (IL-1ra) bei der Untersuchung von inkubierten menschlichen

Vollblutproben vermindert, wohingegen die IL-10 Konzentration gleichzeitig anstieg. (68)

Brand et al. (11) konnten bei Narkosen mit Fentanyl, Thiopental, Isofluran und N,O eine
signifikante Verminderung der zirkulierende natiirlichen Killerzellen nachweisen. Ferner
zeigte sich eine Erhohung der Anzahl von B-Zellen und CD8+ T-Lymphozyten im Blut,
wobei auch der gemessene Spiegel von Interferon-y, IFN-o, TNF und IL-2R anstieg.

Eine Untersuchung durch Hole et al. (47) demonstrierte eine dosisabhédngige Suppression
der monozytenvermittelten Zytolyse und eine Verminderung der Thymidinaufnahme von

Lymphozyten durch Thiopentalgaben bei chirurgischen Eingriffen.
Bei Concanavalin A-stimulierten mononucledren Zellen in Anwesenheit von Thiopental

konnte das Verhéltnis von T-Helferzellen Typ-1 / Typ-2 zugunsten der Typ-2 deutlich

erniedrigt werden, was sich durch einen verringerten IFN-y / IL-4 Quotienten duf3erte (105).
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Bei der Untersuchung der Wirkung von Thiopental auf die Freisetzung von Zytokinen durch

menschliche Monozyten zeigte sich ein Anstieg der Produktion von Interleukin-4. (103)

Die Ergebnisse von Salman et al. (104) zeigten, dal die durch das Anidsthetikum Thiopental
beeintrachtigte Phagozytose von Peritonealmakrophagen, zusammen mit den durch ein
chirurgisches Trauma hervorgerufenen Alterationen des Immunsystems, ein Grund fiir die

gesteigerte Anfalligkeit fiir Infektionen in der postoperativen Zeit sein kann.

Der Vergleich von verschiedenen Anisthetika beziiglich eines inhibitorischen Effekts auf
die Polarisation von Neutrophilen in vitro wurde von O'Donnell et al. (93) durchgefiihrt.
Hier zeigte Thiopental eine signifikante, dosisabhidngige Hemmung der Polarisation dieser

Zellen.

Bei einer In-vivo-Studie von Allgemeinandsthesien ohne durchgefiihrten chirurgischen
Eingriff konnte Procopio et al. (98) bei der Narkose mit Thiopental und Isofluran keinen
signifikanten EinfluB auf die Antigenaufnahme, die antikorperabhingige Zell-Zytotoxizitét
(ADCCQC), die Zell-Zytotoxizitdt von natiirlichen Killerzellen und die phagozytire Aktivitit
von Neutrophilen nachweisen. Auch Matilla-Vuori et al. (82) konnten keinen Einfluf3 auf die

Leukozytenproliferation bei in vivo Untersuchungen zeigen.

Die Hypothese, dal Thiopental auch EinfluBl auf das Wachstum von bosartigen Tumoren
haben kann, wir durch Beobachtungen von Lovett et al. (75) gestiitzt. Es zeigte sich ein
beschleunigtes Tumorwachstum von induzierten Fibrosarkomen bei C57B1/6 Méausen nach
einer einmaligen Applikation von Thiopental in einer klinisch zuldssigen

Wirkkonzentration.

1.3.2 Methohexital

Beziiglich des zum Einflusses von Methohexital auf das Immunsystem existieren nur wenige

Literaturstellen.
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Die Forschungsgruppe um Humar et al. (50) konnte bei der Untersuchung von durch
Barbiturate beeinflulte Effekte auf die Regulation des Transkriptionsfaktor Activator-
Protein-1 (AP-1) in T-Lymphozyten zeigen, daBl Methohexital die AP-1-abhidngige
Genexpression und die AP-1-Komplexbildrung bereits in klinisch relevanten
Konzentrationen inhibierte. Auch konnte eine Inhibition der Initiation der MAP-Kinase-
Kaskade, der kleinen G-Proteine RAS und RAC-1, und eine dementsprechend verhinderte

Bindung zu deren Partnern RAF-1 und PAK nachgewiesen werden.

Durch den EinfluBB von Methohexital kann auch eine Verdnderung des dynamischen freien
Aminosdurepools in Neutrophilen nachgewiesen werden (89). Dies hatte auch nachweisbare
Auswirkungen auf die Funktion dieser Leukozyten, indem die O,- und H,O,-Formation und
die Aktivitit bzw. Freigabe von Myeloperoxidase (MPO) signifikant vermindert wurden.

Die Proliferation von T-Lymphozyten durch das Mitogen Phythdmagglutinin konnte bei In-
vitro-Untersuchungen von Devlin et al. (25) durch die Zugabe von Methohexital vermindert

werden.

1.3.3 Etomidat

Im Jahre 1983 propagierte Watkins (122) das Medikament Etomidat als ,,immunologisch
sicheres Anésthetikum®. Er bezog sich in seinem Artikel auf, im Vergleich zu anderen
Anisthetika, nur selten auftretende klinische Reaktionen nach Applikation wie Urtikaria,
Erbrechen, kardiovaskuldre Effekte im Sinne einer anaphylaktoiden Reaktion als auch auf

die geringe Freisetzung von Plasmahistamin nach i.v.-Gabe.

Tiefergreifende Untersuchungen der immunologischen Effekte erbrachten im Weiteren

folgende Erkenntnisse:

Den Effekt von intravendsen Andsthetika auf die Kontraktion von glatten Muskelzellen
untersuchte Ouedraogo et al (94). Dabei konnte eine Reduktion der histamininduzierten
Kontraktion in Anwesenheit der beiden Anésthetika Etomidat oder Propofol beobachtet

werden.  Thiopental hingegen zeigte bei den gleichen Versuchen eine
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konzentrationsabhéngige Kontraktion der isolierten glatten Muskelzellen, was

klinischerseits einer Asthmareaktion gleichkommen wiirde.

Jameson et al (54) wiesen bei der Bestimmung des postoperativen Interleukin-6-Spiegels
eine deutliche Erhohung bei Patienten, welche eine Narkoseeinleitung mit Etomidat
bekommen haben, nach. Diese Patienten zeigten auch eine geringere posttraumatische
Cortisolproduktion, der in der Vergleichsgruppe ohne Etomidatapplikation durch den

chirurgischen Eingriff induziert wurde.

In Anwesenheit von Etomitat, wie auch bereits bei Thiopental beschrieben, wurde die
Expressionsdichte von CDI14, die lipopolysaccaridstimmulierte Tumornekrosefaktor-
Reaktion und die Freisetzung von IL-1 Rezeptor Antagonisten (IL-1ra) bei der
Untersuchung von Vollblutproben vermindert. Parallel wurde ein Anstieg der IL-10

Konzentration beobachtet. (68)

Wie bereits bei Methohexital beschrieben, zeigte sich die Proliferation von T-Lymphozyten
durch das Mitogen Phythdmagglutinin bei In-vitro-Untersuchungen von Devlin et al. (27)

durch die Zugabe von Etomidat deprimiert.

1.3.4 Ketamin

Die Wirkungen von Ketamin auf das Immunsystem wurden in vielerlei Hinsicht im Rahmen

von In-vitro-Versuchen und klinischen Studien untersucht.

Bei Ketamin-Gaben in Rahmen einer Langzeit-Analgosedierung fanden Wilson et al.
(128) keinerlei Anhalt fiir eine immunsuppressive Wirkung der Substanz.

Neue Erkenntnisse zur Ketamin-Wirkung an Leukozyten fanden Schmidt et al. (107).
In einem Tierversuch zu Sepsisverldaufen ergab sich eine auffallende Situation: die mit
Ketamin narkotisierten Tiere zeigten, im Gegensatz zu denen unter einer anderen
Anaesthesie, nach kiinstlich herbeigefiihrter Bakteridmie keinerlei Zeichen eines

septischen Zustandsbildes. Als die Untersucher dem Phidnomen auf den Grund gingen,
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fanden sie als Ursache eine Hemmung der Leukozyten-Adhidrenz, die sie am Ratten-
Mesenterium nachweisen konnten. In der Kaskade der Sepsis beginnen die Leukozyten
intravasal zundchst mit einer verstirkten Adhidrenz untereinander, dann an der
Gefallwand, bevor sie ins umgebende Gewebe penetrieren. Dort werden Mediatoren
ausgeschiittet, die wiederum zur Freisetzung von radikalen Verbindungen fiihren.
SchlieBlich erfolgt dann der Zelluntergang. Diese fatale Kaskade konnte Ketamin bei den
Versuchstieren unterbrechen. Zusitzlich zu dieser protektiven Wirkung auf
Leukozytenebene wirkt Ketamin wohl auch als Radikalenfanger. Die Produktion von
Sauerstoffradikalen stellt einen der Hauptmechanismen dar, mit denen neutrophile
Granulozyten Bakterien abtdten. Bei In-vitro-Versuchen mit polymorphkernigen
Neutrophilen (PMN) sahen Weiss et al. (123) eine Hemmung der Produktion von
Radikalen unter Ketamin. Diese Wirkung erwies sich als nicht stereoselektiv, trat
allerdings in der Studie unter sehr hohen Ketamin-Konzentrationen (weit iiber dem

therapeutischen Bereich) auf.

Die Bildung von Myeloperoxidase in Neutrophilen zur Bakterienabwehr ist ein wichtiger
Bestandteil in des Immunsystems. Pekoe et al (95) zeigten die Féhigkeit von Ketamin,
diesen Abwehrmechanismus zu unterdriicken, indem die gebildeten zytotoxischen freien

Radikale der Myeloperoxidase-H,O,-CIl-Reaktion abgefangen werden.

In vivo zeigten Thomas et al. (120) eine Depression der zellvermittelten Zytotoxizitdt von
peripheren Blutmonozyten bei Primaten (Rhesusaffen), die eine Narkose mit Ketamin ohne

chirurgischen Eingriff erhielten.

Eine Inhibition der Interferon-induzierten natiirlichen Killerzellen (NK) Zytotoxizitdt bei
anésthesierten Mausen zeigten Markovic et al. (76). Sie erklirten dieses Ergebnis damit, da3
die Narkose CD8+ Zellen induziert, welche supprimierend auf die Stimulation der

Zytotoxizitit von natiirlichen Killerzellen durch Interferon wirken.

Bei Tierversuchen mit Ratten zeigten Bette et al. (7) eine erhohte Basalexpression von IL-1[3

und IL6 mRNA in der Milz der Tiere und eine Reduktion des basalen TNF-a mRNA-
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Spiegels, was als Hinweis auf einen signifikanten, wenn auch geringen, Effekt auf den

basalen Immunstatus gedeutet wurde.

Nach Beigabe von Ketamin in pharmakologischen Konzentrationen zu menschlichen
Vollblutproben verminderte sich die lipopolysaccaridstimmulierte Tumornekrosefaktor-

Reaktion, und es sank die Konzentration von IL-1[3 (68).

Rossano et al (103) untersuchten die Wirkung von verschiedenen Anisthetika auf die
Freisetzung von Zytokinen aus menschlichen Monozyten. Hierbei zeigte sich ein Anstieg
der Produktion von Tumornekrosefaktor und Interleukin-6 sowie Interleukin-4 in

Anwesenheit von Ketamin.

In einer aktuellen Studie konnten Molina et al. (84) zeigen, dall Ketamin in der Lage ist bei

Traumapatienten die TNF-Expression in der Milz deutlich zu erh6hen.

Die Mortalitdt durch eine bakterielle Infektion nach verschiedenen Narkoseverfahren bei
Maiusen untersuchten Hansbrough et al (40). Nach einer zweistiindigen Narkose mit
Ketamin zeigte sich eine Depression des Quotienten der Helferleukozyten zu
Suppressorleukozyten in der Milz, welche bis zu 72h anhielt. In Folge der 24h nach
Anésthesie durchgefiihrten ,,cecal ligation and puncture“ (CLP), zur Auslésung einer
kotigen Peritonitis mit nachfolgender septischer Allgemeinerkrankung, zeigte sich eine
erhohte Mortalitdtsrate der mit Ketamin behandelten Maéause im Vergleich zur

Kontrollgruppe.

Eine Vollnarkose mit Ketamin bei Schafen zeigte eine Verlangsamung der
Lymphozytenflusses durch die primiren peripheren Lymphknoten und einen Anstieg des

Prostaglandinspiegels in der efferenten Lymphe (85).

In den Studien von  Matsuki A et al (81) konnten trotz eines betrichtlichen

Patientenkollektivs von 26.079 untersuchten Narkosen mit Ketamin, Propofol und Fentanyl
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mit einer postoperativen Beobachtungszeit von bis zu 3 Monaten keine klinisch auffilligen

Haufungen von Stérungen des Immunsystems durch das Narkoseverfahren belegt werden.

1.3.5 Flunitrazepam

Wie Benzodiazepine eine Wirkung auf das Immunsystem haben, wird kontrovers
beschrieben (59, 77). Untersuchungen der Modulation des Immunsystems durch
Flunitrazepam sind rar. Eine geringe Freisetzung von Histamin aus Mastzellen unter Einfluf}
von Flunitrazepam konnte von Marone et al. (77) beobachtet werden. Die {ibrige derzeitige
Literatur weist jedoch bisher auf keinen direkten Effekt einer stimulierenden oder
supprimierenden Wirkung auf immunologische Prozesse oder Zellen hin. Lediglich Ansétze
iiber eine sekunddre Wirkung auf das Immunsystem iiber eine Verminderung der
Stressreaktion, speziell die anxiolytische Wirkung dieser Substanzklasse, werden gedufert

(19, 3, 62).

1.3.6 Midazolam

Fiir Midazolam wird, im Gegensatz zu anderen Bezodiazepinen, ein positiver Effekt auf das
Immunsystem  beschrieben. Bei der Untersuchung von Neutrophilen nach
Medikamentengabe zeigte sich eine signifikant niedrigere Apoptoserate im Vergleich zur

Kontrollgruppe. Diese Reaktion wurde auch fiir Diazepam nachgewiesen. (36)

Midazolam zeigte bei einer Studie von Massoco et al. (80) nach Applikation bei Pferden
eine dosisabhingige Reduktion des oxidativen Burst bei peripheren Neutrophilen im Blut
und bei Peritonealmakrophagen. Ebenso zeigte sich die Phagozytosekapazitit beider

Zellarten unter dem Einflul des Medikamentes verringert.

Untersuchungen bei kritisch kranken Intensivpatienten, die mit Midazolam sediert wurden,
ergaben nach 24h und 48h einen signifikanten Abfall der proinflamatorischen Zytokine IL-
1B, IL-6, IL-8 und TNF-a. Der Spiegel von IFN-y zeigte sich nicht veridndert (44). Auch
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Galley et al. (32) versuchten eine Beziehung zwischen Midazolamgaben und Verdnderungen
des IL-8-Spiegels herzustellen. Hierbei zeigte sich auch eine Verminderung der Freisetzung
von Interleukin-8 durch mit Lipopolysaccariden stimulierten = menschlichen
polymorphkernigen Leukozyten durch die Inkubation mit Midazolam in vitro. Die weitere
Untersuchung des intrazelluldren IL-8-mRNA-Spiegels ergab jedoch eine normale
Erhohung wie in der Kontrollgruppe ohne Anésthetikum. Die Interpretation war, daf3

Midazolam den Vorgang der IL-8-Sekretion hemmt.

1.3.7 Droperidol

Es sind nur wenige Erkenntnisse fiir die Beeinflussung von immunologischen Prozessen

durch Droperidol bekannt.

In den Studien von Hashimoto et al. (41, 42) konnte bei der Untersuchung des
Immunglobulinspiegels, der Plasmakonzentration von Komplement C3 und C4 und der
Aktivitdt von natiirlichen Killerzellen wihrend und nach Anésthesien mit der Kombination

Droperidol, Fentanyl und Ketamin keine signifikante Anderung festgestellt werden.

Auch den oxidativen Status von T-Lymphozyten vermochte Droperidol nicht zu

beeinflussen (23).

Bei einer vergleichenden Studie von T-Lymphozyten, die von Lungenkarzinompatienten
und einer gesunden Kontrollgruppe entnommen wurden, konnten Gadalov et al. (31) bei der
Inkubation der Proben der Karzinompatienten mit Droperidol eine Erhéhung der

theophyllinsensiblen T-Lymphozyten nachweisen.
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1.3.8 Fentanyl

Fentanyl gehort zu den am besten untersuchten Anésthetika in Bezug auf eine Wirkung auf

das Immunsystem.

Bei frisch isolierten peripheren Blutlymphozyten vermochte Fentanyl eine Erh6hung der
Apoptoserate zu induzieren (23). In der Untersuchung zeigte sich nach Verdnderung der

mitochondrialen Redox-Metabolismen ein gestdrtes Membranpotential der Mitochondrien.

Nach Behandlung von Méusen mit Fentanyl zeigten Martucci et al (79) eine voriibergehende
Erniedrigung der Lymphozytenproliferation und der Aktivitit von natiirlichen Killerzellen.
Dieser Effekt zeigte sich jedoch nur kurzfristig nach Applikation, bei Langzeitbehandlungen

trat er nicht mehr auf.

Eine Suppression der Zytotoxizitit von natiirlichen Killerzellen kann das Risiko der
Metastasierung bei malignen Tumoren erhohen. Shavit et al. (110) wiesen bei Versuchen
mit Méusen eine dosisabhdngige Erhohung der Lungenmetastasenrate, sowie eine
Hemmung der Aktivitit von natiirlichen Killerzellen bei Behandlung der Labortiere mit
Fentanyl nach. Dies stiitzt die Erkenntnis der Studie von Li W et al. (73), in der ebenso eine
Reduktion der T-Lymphozytensubpopulation CD3(+) und der natiirlichen Killerzellen bei
hohen Konzentrationen von Fentanyl beschrieben wurden. Die Forschungsgruppe um Beilin
et al. (5) zeigte bei In-vivo-Versuchen nach Fentanylgabe vergleichbare Ergebnisse mit
einer bis Uber 24 Stunden andauernden Hemmung der Zytotoxizitit von natiirlichen

Killerzellen.

Bei Narkosen mit Fentanyl, Thiopental, Isofluran und N,O konnte auch Brand et al. (11, 12)
eine signifikante Verminderung der zirkulierenden natiirlichen Killerzellen nachweisen.
Ferner zeigte sich eine Erhohung der Anzahl von B-Zellen und CD8+ T-Lymphozyten im
Blut, wobei auch der gemessene Spiegel von Interferon-y, IFN-o, TNF und sIL-2R anstieg.
In einer weiteren Studie (10) wies der gleiche Autor auf eine pro-inflamatorische
Immunreaktion hin. Bei mit Lipopolysacchariden stimulierten Vollblutproben von Patienten

in Narkose mit Fentanylgabe fand sich eine Erniedrigung der Interleukin-10-Konzentration
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und eine gleichzeitige Erhohung der TNF-a.- und IL-1B-Freisetzung. Die Daten belegten im
Weiteren die bereits beschriebene Erniedrigung der natiirlichen Killerzellen, eine
Verianderung des Quotienten der T-Lymphozyten zugunsten der CD4+-Zellen und einen
Anstieg der B-Lymphozyten. Ahnliche Einfliisse auf die natiirlichen Killerzellen
beschriecben House et al. (48) in der In-vitro-Evaluation der Immunmodulation von

Fentanyl, wobei hier eine Verminderung der B-Lymphozyten registriert wurde.

Gegen die Suppression der natiirlichen Killerzellen sprachen sich Yeager et al. aus (130). Es
wurden bei der Bestimmung diverser Funktionen von NK und T-Lymphozyten, sowie deren
Konzentrationen im Blut nach intravendser Gabe von Fentanyl bei gesunden Probanden,
keine Hinweise auf die vielerorts beschriebenen Immunsuppression durch Opioide
gefunden.

Diese Reaktion auf Opioide durch eine direkte Wirkung auf die Zellen kann jedoch moglich
sein, da Carr et al. (14) Opioid-Rezeptoren der 5- und x-Klasse auf der Oberfldche von T-
und B-Lymphozyten und der Makrophagenline P388dl nachweisen konnten. In
Tierversuchen konnten Henderson et al. (45) durch Immunisieren von Hasen mit
Carboxyfentanyl-bovinem y-Globulin die Bildung von hoch spezifischen Antikérpern gegen

Fentanyl induzieren.

Anders stellen sich die Ergebnisse der Studie von Jacobs et al. (53) dar. Hier zeigte sich bei
der Gabe von Fentanyl, im Gegensatz zu einem Placebo, bei gesunden Versuchspersonen
eine Erhohung der Anzahl im Blut zirkulierender natiirlicher Killerzellen. Dagegen konnte
bei der In-vitro-Untersuchung von Blutproben der gleichen Individuen, bei denen das
Medikament extrakorporal beigefiigt wurde, keinerlei signifikante Verdanderung der NK-
Funktionen festgestellt werden. Dies legt den Schluf8 nahe, dal durch Fentanyl in vivo
vielmehr eine sekundire zentrale Wirkung auf das Immunsystem als einen direkten Effekt

auf die NK hat.
Wie bereits bei dem Medikament Droperidol beschrieben konnte Gadalov et al. (31) bei der

Inkubation der Blutproben von Lungenkarzinompatienten mit Fentanyl eine Erhohung der

T-Lymphozyten nachweisen, wies aber auch einen Abfall der Zahl an B-Lymphozyten nach.
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1.3.9 Propofol

In vielen Studien, vornehmlich im Vergleich mit anderen Anisthetika, konnte kein
Nachweis einer Modulation des Immunsystems durch Propofol erbracht werden. (23, 25, 67,
96, 113) Einige Untersuchungen belegen jedoch einen nachweisbaren Effekt auf die

Korperabwehr, vornehmlich {iber Verdnderungen der Zytokinmuster:

In der Studie von Brand et al. (10) zeigte sich eine pro-inflamatorische Immunreaktion bei
mit Lipopolysacchariden stimulierten Vollblutproben von Patienten in Narkose mit
Propofolgabe. Dies duflerte sich durch eine Erniedrigung der Interleukin-10-Konzentration
und gleichzeitige Erhohung der TNF-a- und IL-1B-Freisetzung, sowie eine Erniedrigung der
natiirlichen Killerzellen, eine Verdnderung des Quotienten der T-Lymphozyten zugunsten

der CD4+-Zellen und einen Anstieg der B-Lymphozyten.

Miihling et al. (88) untersuchte den EinfluB von Propofol auf den intrazelluldren freien
Aminosdurepool und die Immunfunktionsmarker von Neutrophilen. Hierbei zeigten sich
signifikante Verdnderungen der Aminosdureverteilung und eine Hemmung der O,- und
H,0,-Formation von Neutrophilen. Interessanterweise konnte dieser EinfluB bei

gleichzeitiger Inkubation der Zellen mit Taurin ausgeglichen werden.

Einen Hinweis auf den Einflul von Propofol auf die Ausbreitung von bdsartigen Tumoren
konnte Garib et al (33) aufzeigen. Bei der Beobachtung der Migration von
Mammakarzinomzellen konnte eine beschleunigte Migrationsgeschwindigkeit und eine
dosisabhingige Verldngerung der Migrationsdistanz in Anwesenheit von Propofol belegt

werden.

Midazolam und Propofol induzierten bei den Untersuchungen von Marone et al. (77) eine

dosisabhédngige Histaminfreisetzung im Lungenparenchym (HLMC).

Wie auch bereits bei Thiopental und Etomitat beschrieben, wurde nach Gabe von Propofol
die Expressionsdichte von CD14, die lipopolysaccaridstimmulierte Tumornekrosefaktor-

Reaktion und die Freisetzung von IL-1 Rezeptor Antagonisten (IL-1ra) in Vollblutproben
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vermindert. Dieser Effekt zeigte sich bereits in geringer Dosierung des Medikamentes.
Gleichzeitig zeigte sich auch hier, wie bei Thiopental und Etomidat, ein Anstieg der IL-10
Konzentration. (68). Vergleichbare Effekte konnten Schneemilch et al. (108) in vivo
nachweisen, wobei die antiinflamatorisch wirkenden Zytokine IL-10, IL-1RA und TGF-f
im Vergleich zu Narkoseverfahren mit inhalierten Anisthetika zumindest unverindert oder
vermehrt freigesetzt zeigten. Das kann in klinischer Konsequenz eine positive Wirkung im
Sinne der Beeinflussung des postoperativen/posttraumatischen inflamatorischen Prozef3

haben.

Bei der bereits oben erwidhnten Studie von Rossano et al. (103) auf die Modulation der
Freisetzung von Zytokinen von menschlichen Monozyten durch Anésthetika fiihrte die
Anwesenheit von Propofol zu einem Anstieg der Produktion von Tumornekrosefaktor, IL-
la sowie Interleukin-4. Auch konnte eine vermehrte Freisetzung von IFN-y nachgewiesen

werden.

Untersuchungen bei kritisch kranken Intensivpatienten, die mit Propofol sediert wurden,
ergaben nach 24h und 48h einen signifikanten Anstieg der proinflamatorischen Zytokine IL-
1B, IL-6, IFN-y und TNF-a.. Die Produktion von IL-2 und IL-8 zeigte sich gechemmt. (44)

Galley et al. (32) zeigten Hinweise auf eine Hemmung der IL-8-Sekretionsmechanismen bei
In-vitro-Versuchen. Die Zugabe von Propofol zu isolierten mit Lipopolysaccariden
stimulierten menschlichen polymorphkernigen Leukozyten induzierte eine Verminderung
der Freisetzung von Interleukin-8, wobei der intrazelluldre IL-8-mRNA-Spiegel, wie in der

Kontrollgruppe ohne Anésthetikum, anstieg.

Der inhibitorische Effekt auf die Polarisation von Neutrophilen in vitro durch Propofol
wurde von O'Donnell et al. (93) nachgewiesen. Die Wirkung muf3 auf dem Wirkstoff selbst
beruhen, da die alleinige Untersuchung der Trdgersubstanz Intralipid 10% sogar eine

unterstiitzende Funktion auf die Polarisation von Neutrophilen hatte.

Propofol konnte den IFN-y / IL-4 Quotienten bei Concanavalin A-stimulierten
mononucledren Zellen erhohen, zeigte sonst aber bei der Untersuchung der Balance von T-

Helferzellen Typ-1/Typ2 keinen bedeutenden Einfluf3 (105).
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Eine In-vivo-Studie bei Patienten mit Propofol-Narkose wéhrend kleinen chirurgischen
Eingriffen zeigte eine signifikante Erhohung der Anzahl im Blutkreislauf zirkulierender T-

Lymphozyten, T-Helfer-Zellen und B-Lymphozyten (96).
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1.4 Immunmodulierende Effekte von Anisthetika auf Monozyten

Bisher ist das Wissen iiber den Einflul, den narkotische Substanzen auf Monozyten haben,

begrenzt.

Eine Hemmung der zellvermittelten Zytotoxizitdt von peripheren Blutmonozyten bei
Primaten (Rhesusaffen), die eine Narkose mit Ketamin ohne chirurgischen Eingriff

erhielten, zeigten Thomas et al. (120).

Kerkoff et al. (57) konnten bei Untersuchungen der Regulation des Acyl-CoA-
Bindungsproteins (ACBP) und der Cholesterol-Acyltransferase (ACAT) eine kompetetive

Hemmung durch Flunitrazepam nachweisen.

Cullen et al. (20) stellten in vitro eine minimal verminderte Phagozytose von Latexpartikeln
durch Monozyten, die Menschen widhrend Vollnarkosen mit Thiopental oder Droperidol

entnommen wurden, fest.

Heller et al. (43) zeigten in der Studie iiber die Bakterienelimination nach Beimpfung von
Blut mit Escherichia Coli in vitro, dall Thiopental, Midazolam, Ketamin und Propofol einen
hemmenden Effekt auf den oxidativen Burst und die Phagozytoseaktivitit von Monozyten
hatten. Dies war jedoch nur in hohen Konzentrationen, wie sie klinisch nicht verwandt

werden, nachweisbar.

Hole et al. (47) demonstrierten in einer In-vitro-Untersuchung eine dosisabhidngige
Suppression der monozytenvermittelten Zytolyse und eine Verminderung der

Thymidinaufnahme von Lymphozyten durch Thiopentalgaben bei chirurgischen Eingriffen.

Fiir verschiedene Opioide konnten Menzebach et al. (83) einen inhibitorischen Effekt auf
die Expression von Komplementrezeptoren CDI11b und CD35 auf der
Monozytenoberfldche, die Phagozytoseaktivitit und den oxidativen Burst bei Monozyten in
einer Dosis- und Zeitabhingigkeit nachweisen. Fentanyl wurde in dieser Studie auch

untersucht, zeigte aber als einziges Opioid nicht diese hemmenden Wirkungen. Welters et
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al. (124) konnten eine Inhibition der lipopolysaccarid-induzierten NF-xB-Bindung bei

menschlichen Blutmonozyten belegen.

Fentanyl, Thiopental, Lidocain und Etomidate konnten die durch Phytohdmagglutinin P
induzierte 3H-Thymidin Inkorporation in Kulturen peripherer mononucledrer Blutzellen von

Ratten inhibieren (15).

In der Untersuchung von Chu et al. (16) konnte bei der Messung der durch bakterielles
Endotoxin  (Lipopolysaccaride von  Escherichia coli 0111:B4) induzierten
Procoagulaseaktivitit von menschlichen Blutmonozyten in vitro unter Methohexitaleinfluf3

und Thiopentaleinfluf3 eine dosisabhéngige Hemmung gezeigt werden.

Beziiglich der Effekte auf die Freisetzung von Zytokinen in Anwesenheit von Anésthetika
gibt es in der Literatur unterschiedliche Angaben. Wéhrend Rossano et al. (103) eine
Stimulation in der Sekretion dieser Zytokine beschrieben, haben Taupin et al. (118) eine
Inhibition der Produktion von IL-1B, TNFa und IL-6 durch Monozyten unter
Midazolameinflufl beobachtet.

Bei der Untersuchung der Wirkung von Thiopental auf die Freisetzung von Zytokinen durch
menschlichen Monozyten von Rossano et al. (103) zeigte sich ein Anstieg der Produktion
von TNF, IL-6 sowie IL-4 in Anwesenheit von Ketamin, Propofol, Dormicum und
Thiopental. Bei Propofoleinflul konnte weiter eine vermehrte Freisetzung von IFN-y und
IL-1a nachgewiesen werden.

Die Angaben von Brand et al. (11) deuten auf eine vermehrte Freisetzung von Zytokinen
(Ausschiittung von Interleukin-1, Interleukin-6 und Tumornekrosefaktor) bei narkotisierten
Menschen, bei denen Thiopental, Propofol oder Fentanyl angewandt wurden, hin. Die

Anzahl der im peripheren Blut nachweisbaren Monozyten war reduziert.

Es ist bekannt, dal Propofol einen stimulierenden Effekt auf die Ausschiittung von
Zytokinen besitzt (35). Bei Untersuchungen, die den EinfluB} verschiedener intravenoser
Anisthetika auf die spontane und endotoxinstimulierte Zytokin-Reaktion in Voll-Blut
analysierten, konnten Larsen et al. (68) zeigen, dal bei Monozyten Thiopental, Etomidat

und Propofol in anésthesiologisch gebriuchlichen Konzentrationen die Freisetzung von IL1-
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Rezeptorantagonisten reduzierte, wahrend gleichzeitig die IL-10 Freisetzung stieg. Die
Expressionsdichte von CD14-Rezeptoren wurde durch diese Medikamente vermindert.

Ketamin zeigte einen negativen Einfluf} auf die IL-1p3-Sekretion.

Eine Induktion der Ausschiittung von IL-1, IL-6 und TNF bei Monozyten wurde auch bei
Ketamin beobachtet (35, 95).

In Kulturen von mononucledren Zellen, denen Lidocain oder Bupivacain zugesetzt wurde,
konnte eine dosisabhingige Hemmung der IL-1 Konzentration nach Stimulation mit

Lipopolysaccariden nachgewiesen werden (111).

Isofluran zeigte eine reversible, dosisabhingige Inhibition der Sekretion von TNF-o und IL-

1B durch menschliche Blutmonozyten (106).

Bei Concanavalin A-stimulierten mononucledren Zellen konnte in Anwesenheit von
Thiopental der sezernierte IFN-y / IL-4 Quotienten verringert werden. Propofol konnte den

IFN-y / IL-4 Quotienten bei Concanavalin A-stimulierten mononucledren Zellen erhdhen

(105).

In der Arbeit von Stevenson et al. (116) konnte eine signifikante Hemmung der Sekretion
von o-Interferon menschlicher Monozyten unter Einflu3 volatiler Anésthetika (Halothan)

gezeigt werden.

Bei der Bestimmung der Chemotaxis von menschlichen Blutmonozyten unter dem Einfluf3
von volatilen Anésthetika zeigten Moudgil et al. (86, 87) eine signifikante Hemmung bei der
Behandlung der Zellen mit Enfluran, Halotan, Methoxyfluran und N,O.

Makrophagen, die hohen Fentanylkonzentrationen  ausgesetzt waren, zeigten eine
verminderte Chemokinesis sowie eine bis 4-fach verlangsamte Chemotaxis. Im Bereich
klinisch relevanter Konzentrationen war dieser Effekt nicht mehr nachweisbar (115). Die
Zellen wurden hier von Patienten, die sich kurz zuvor einer Coronaren-Bypass-Operation
unterzogen hatten, gewonnen. Daher sind die Ergebnisse nicht direkt auf gesunde Menschen

ibertragbar.
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Funktion hemmend aktivierend
Midazolam
| Lidocain Triopntl
Freisetzung von IL-1 Bupivacain Fentanyl
Isolfluran Ketamin ?
Ketamin ? ’
Ketamin
. Dormicum
- ?
Freisetzung von IL-4 Propofol Thiopental
Propofol ?
Ketamin
Fentanyl
Freisetzung von IL-6 Midazolam Dormicum
Thiopental
Propofol
. Thiopental
Freisetzung von IL-10 Propofol
Etomidat
. Midazolam Propofol
Freisetzung von IFN Halotan
Thiopental
. Propofol
Freisetzung von TNF Isofluran Ketamin
Dormicum
Fentanyl
NF-«xB Bindung Morphin
Komplementexpression div. Morpinderivate
s Thiopental
Procoagulaseaktivitat Methohexital
g Thiopental
Zytotoxizitat .
Thiopental
. . Midazolam
Oxidativer Burst Ketamin
Propofol
Thiopental
Phagozytose Droperidol
Chemokinesis Fentanyl
Fentanyl
. Halotan
Chemotaxis Methoxyfluran
N,O

Tab. 3 Ubersicht Einflul von Anasthetika auf Monozytenfunktionen entsprechend

den Angaben auf den vorherigen Seiten (Reuf3ner)
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1.5 Klinische Relevanz immunsuppressiver Anasthetikanebenwirkungen

Bei langzeitbeatmeten, kritisch kranken Intensivpatienten werden héufig non-volatile
Anisthetika iiber einen langen Zeitraum benutzt und konnten bei negativen Einfliissen auf
das Immunsystem einem glinstigen Heilungsverlauf entgegenwirken. Entziindungen konnen
durch bestimmte pahthophysiologische Prozesse und Krankheitsstadien auch chronisch
werden. Postoperative Infektionen sind der Hauptgrund fiir die Morbiditdt und Mortalitét

von intensivmedizinischen Patienten. (46)

Aus diesem Grund liegt es nahe, den Einflu8 von zur Narkose verwandten Substanzen auf

die Abwehrfunktion der Monozyten zu untersuchen.
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1.6 Fragestellung

Die vorliegende Arbeit untersucht den Einflu} intravendser Anésthetika auf die Chemotaxis

menschlicher Blutmonozyten in vitro.

Folgende intravendse Andsthetika wurden untersucht:

1) Barbiturate: a) Thiopental
b) Methohexital

2) Imidazolderivate: Etomidat

3) Phenzyklidinderivate: Ketamin

4) Benzodiazepine: a) Flunitrazepam
b) Midazolam

5) Butyrophenone: Droperidol

6) Opioide: Fentanyl

7) Alkylphenolderivate: Propofol

Da die jeweiligen Handelspriparate der intravendsen Anésthetika getestet wurden, die zum
Teil  Losungsmittel und  Konservierungsstoffe = enthalten  (Natriumkarbonat,
Benzethoniumchlorid, Benzylalkohol, Athylalkohol und Intralipid), gingen diese durch
zusétzliche Experimente in die Studie ein, um einen isolierten Effekt der Hilfsstoffe zu

untersuchen.

Ziel der Arbeit war es, solche intravenosen Anésthetika herauszufinden, welche die
Chemotaxis der menschlichen Monozyten herabsetzen. Eine solche Hemmung kdnnte

eventuell in vivo zu einer Beglinstigung von perioperativen Infektionen fiihren.
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2. Material

2.1 Verwendete Reagenzien

Lymphoprep”™ : Nycomed Pharma AS, Oslo, Norwegen

Isotone Na-Cl-Losung : Pfrimer und Co. Pharmazeutische Werke, Erlangen
PBS-Puffer : GIBCO Europe, Karlsruhe

DMEM : GIBCO Europe, Karlsruhe

Bovines Serum-Albumin : ICN Biomedicals, Eschwege

FMLP : Sigma Chemicals, Deisenhofen

Aqua bidest. : Zentralapotheke des Universititsklinikums Giellen
Tirck sche Losung : Merck, Darmstadt

Trypanblau : Sigma Chemicals, Deisenhofen

Dade® Diff-Quik® : Baxter Diagnostics AG, Dudingen, Schweiz
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2.2 Anisthetika und deren Zusatzstoffe

Die folgenden Konzentrationen der Anésthetika und der jeweiligen korrespondierenden

Zusatzstoffe wurden getestet:

Medikamente:

Thiopental (Thiopental ,,Lentia“®; Hormonchemie, Miinchen):
1,5—15-150 pg ml"

Methohexital (Brevimytal® Natrium; Eli Lilly, Bad Homburg):
1,7-17-170 pg ml™!

Propofol (Disoprivan”; Zeneca, Plankstadt):
0,5—5—50 pg ml™

Etomidat (Hypnomidate®; Janssen, Neuss):
0,032 - 0,32 —3,2 pg ml™

Ketamin (Ketanest®; Parke-Davis, Berlin):
0,236 — 2,36 — 23,6 ug ml”

Midazolam (Dormicum®; Hoffmann-La Roche, Grenzach-Wyhlen):
0,0975 — 0,975 — 9,75 ug ml™

Flunitrazepam (Rohypnol®; Hoffmann-La Roche, Grenzach-Wyhlen):
0,004 — 0,04 - 0,4 pg ml”

Fentanyl (Fentanyl® Janssen; Janssen-Cilag, Neuss):
0,0035 — 0,035 — 0,35 pg ml™

Droperidol (Dehydrobenzperidol®; Janssen-Cilag, Neuss):
0,1235 1,235 12,35 pg ml™
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Zusatzstoffe:

Natriumkarbonat (Zentralapotheke des Universitdtsklinikums Gief3en):
0,09-0,9 -9 pug ml™
Intralipid 10% (Pharmacia & Upjohn, Erlangen):
0,0495 — 0,495 — 4,95 pl ml™!
Benzethoniumchlorid (Sigma Chemicals, Deisenhofen):
0,00236 — 0,0236 — 0,236 pg ml™*
Benzylalkohol (Merck, Darmstadt):
0,06 - 0,6 — 6 pg ml”
Ethylalkohol (Merck, Darmstadt):
0,004 —0,04—-0,4 plml”

Die mittleren Konzentrationen (Thiopental 15 pg ml™, Methohexital 17 ug ml™', Propofol 5
pg ml”, Etomidate 0,32 pg ml™', Ketamin 2,36 pg ml™', Midazolam 0,975 pg ml™,
Flunitrazepam 0,04 pg ml”, Fentanyl 0,035 pg ml" und Droperidol 1,235 pg ml™)
entsprechen den Serumkonzentrationen, die direkt nach intravendser Injektion klinisch
relevanter Dosen gemessen wurden

(3,6,17,26,30,39,70, 117, 125).
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2.3 Gerite

Prizisionswaage BP 211 D
Bakterienfilter FP 030/3 0,2pum
Fliigelkaniilen (Butterfly)
Spinalkaniilen Spinocan 25 Gauge
Kaniilen Microlance 3 Gr. 1
Microlance 3 18 Gauge
PP Zentrifugenrohrchen (50ml, steril)
Geweberohrchen TC (14ml, steril)
PE-Pasteur-Pipetten

Reaktionsgefafie (1,5 ml-Kédppchen)

: Sartorius, Gottingen

: Schleicher & Schuell, Dassel
: Braun, Melsungen

: Braun, Melsungen

: Becton Dickson, Heidelberg

: Greiner, Flacht (Limburg / Lahn)
: Greiner, Flacht
: Sarstedt, Niimbrecht

: Eppendorf, Hamburg

Reagenzglasschiittler : Heidolph, Schwabach

Zentrifuge Rotixa / KS : Hettich, Tuttlingen

Inkubator B 5060 / CO, : Heraeus, Hanau

Mikroskop Typ 3472 : Eschenbach, Niirnberg

Pipetten - silber0,5 - 10 ul  : Eppendorf Varipetten mit Bedienknopf
-gelb 10 -100 pl
- blau 100 - 1000 pl

Pipettenspitzen -weill <10 ul : Sarstedt, Niimbrecht

-gelb <100 pul
-blau <1000 pl
Polycarbonatfilter 5,0um : Millipore GmbH, Eschborn
Cat. TMTP 09030
Filtertype TMTP 5,0um
48 Well-Chemotaxis-Chamber

Stock Number AC48

: Neuro Probe Inc., Cabin John, MD, USA

mit Zubehor: Wiperblade, Pinzetten,
Filterklammern

Petrischalen

Férbetroge

Objekttrager : Menzel-Gléser, Braunschweig

Sterile Kompressen : Lohmann, Neuwied
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Sterile Einmalhandschuhe : Johnson&Johnson, Norderstedt
Sterile Einmalspritzen : Braun, Melsungen

(20, 10, 5 und 2 ml)

2.4 Losungen

- Phosphatgepufferte-Kochsalzlosung: Vor Versuchsbeginn wurden 50ml PBS-
Fertiglosung im Inkubator auf 37°C temperiert.

- DMEM: Ein Zentrifugenréhrchen mit 50ml DMEM-Fertiglosung wurde auf 37°C
vorinkubiert.

- DMEM-+BSA: Es wurden 10,0 mg bovines Serumalbumin mit der
Prazisionswaage abgewogen und in 50 ml DMEM-Fertiglosung geldst.
Auch hier wurde das Gefal3 vor den Versuchen auf 37°C gebracht.

- N-Formyl-methionyl-leucyl-phenylalanin90-L6sung (f-MLP):
f-MLP- Trockensubstanz in einer 10 ®*molaren Lésung in DMEM

Alle Losungen wurden nach der Herstellung bzw. vor der Bereitstellung mit Hilfe von

0,2um Bakterienfiltern filtriert.
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3. Methodik

3.1 Probanden

Die Erlaubnis zur Durchfiihrung der Studie wurde durch die Ethik-Kommission des
Fachbereichs Humanmedizin der Justus-Liebig-Universitit Giefen erteilt.

Das Blut fiir die Versuche wurde von zehn freiwilligen, gesunden Probanden gewonnen.
Dabei wurden bei jeder Person alle intravendsen Andsthetika einschlieBlich Konservierungs-
und Losungsmittel getestet, um die interindividuellen Schwankungen moglichst gering zu
halten.

Alle Versuchspersonen nahmen wéhrend der gesamten Dauer der Studie keine Medikamente
ein. Sie waren alle minnlich, im Alter von 24 bis 27 Jahren (x =25,5 + 0,8), bei einer
KorpergroBe von 175 bis 188 cm (x =181 £ 4,5) und einem Korpergewicht von 62 bis 85 kg
(x=77,3£7.,8).

Proband Alter (J) GroBe (cm) Gewicht (kg)
1 BK 27 175 81
2 CF 25 185 68
3 AR 25 177 62
4 ME 26 183 83
5 SK 26 188 85
6 KR 26 180 72
7 AM 24 178 82
8 DR 25 179 75
9 CN 25 180 80
10 TW 26 188 85
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3.2 Blutentnahme

Zur Blutentnahme wurden 10 ml Einwegspritzen mit 1 ml Vetren® (= 100 LE. Heparin)
gefiillt. Anschlieend erfolgte die Venenpunktion mittels einer Fliigelkaniile (Butterfly) mit
einem Innendurchmesser von 0,8 mm (19 Gauge). Es wurde ein Blutvolumen von 10 ml in
die vorbereitete Spritze entnommen. Sogleich wurde die Spritze einige Male gewendet, um
eine gute Vermischung des Blutes mit dem Heparin zu gewihrleisten, so dal die Blutprobe

letztlich mit 10 I.E. Heparin-Natrium / ml Blut antikoaguliert war (91).

3.3 Isolation der Monozyten aus der Blutprobe

Menschliche Blutmonozyten wurden nach der gingigen von Begyum (9) beschriebenen
Methodik isoliert. Die Blutprobe wurde in ein steriles 50 ml Zentrifugenréhrchen gegeben
und bei Zimmertemperatur mit 5 ml einer bei 37°C vortemperierter Phosphat-Puffer-Losung
vermischt. Zwei sterile Falcon Geweberohrchen (13 ml Zentrifugenréhrchen) fiillte man mit
je 2 ml Lymphoprep”, ohne daB die Innenwand oberhalb des Mediums benetzt wurde.
Jeweils 8 ml Blutgemisch wurden nun mit einer sterilen 10 ml Einwegspritze und einer
sterilen Injektionsnadel (18 G) vorsichtig iiber das Lymphoprep” geschichtet. Die sich
ausbildenden Phasen durften sich dabei nicht mischen, da sich sonst der erforderliche
Dichtegradient beim Zentrifugieren nicht ausgebildet hitte. Beide Rohrchen wurden bei
400g (entsprechend 1600 U/min) bei +20°C fiir 30 Minuten zentrifugiert. Bei der
Zentrifugation sammelten sich die Mononukledren Zellen (Monozyten und Lymphozyten)
entsprechend dem entstandenen Dichtegradienten in einer Bande ca. einen Zentimeter iiber
dem Sediment aus Erythrozyten an. Dieser Ring wurde mit einer Einweg-Pasteurpipette aus
Kunststoff  vorsichtig abgesaugt, ohne die benachbarten Phasen mitzuaspirieren. Das
Zellgemisch wurde in ein vorbereitetes steriles Geweberohrchen mit 6 ml Phosphat-Puffer-
Losung gegeben.

Zum Waschen der Zellen wurde dieses Rohrchen mit 400g bei +20°C fiir 6 Minuten
zentrifugiert. Der Uberstand iiber dem Pellet wurde dekantiert und verworfen. Es wurden
erneut 6 ml Phosphat-Puffer-Losung iiber das Pellet gegeben und die Zellen mit einer

Einweg-Kunststoffpipette behutsam resuspendiert. Zum zweiten Waschvorgang wurde
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erneut mit 400g bei +20°C fiir 6 Minuten zentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberstandes
wurde das Pellet mit 2 ml Dulbecco’s-Modified-Eagle-Medium + bovines Serum-Albumin
(DMEM+BSA) resuspendiert. Nun erfolgte die Bestimmung der Konzentration der Zellen
pro Milliliter in der gewonnenen Suspension. Dazu fiillte man ein kleines
Eppendorfkdppchen mit 200ul Tiirck’scher Losung. Nach Zugabe von 50ul der
Zellsuspension erfolgte eine gute Durchmischung mit einem Mischgeridt. Nach 5-6 Minuten
erfolgte die Zellzdhlung unter dem Mikroskop mit einer Zahlkammer nach Neubauer. Es
wurden jeweils 5 kleine Quadrate (=1/32 pl) in den vier groflen Eckquadraten ausgezihlt

und die Summe durch vier geteilt. Das Ergebnis wurde in die folgende Formel eingesetzt:

Zellkonzentration der gewonnenen Suspension:

n (Zellen in 5 kleinen Quadraten) x 14 (Verdiinnung)
0,03125 x 10-3ml(5 kleine Quadrate)

Zellen pro ml =

Aus dieser Berechnungsgrundlage wurde die Zellzahl auf 2 x 10° Zellen/ml durch
hinzufiigen der entsprechenden Menge DMEM+BSA eingestellt. Dies entsprach der bei

Chemotaxisversuchen gingigen Konzentration von 1 — 3 x10° Zellen/ml (119).
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3.4 Zellreinheit und Vitalitét

Die Zellvitalitdt wurde durch Anfiarben der defekten Zellen mit Trypanblau bestimmt. Dazu
fiillte man ein kleines Eppendorfképpchen mit 20ul Trypanblau. In das Gefall gab man 50ul
der Zellsuspension vor der Verdiinnung. Nach Mischen und 5-6 Minuten Férbezeit erfolgte
ebenfalls die Zellzéhlung unter dem Mikroskop mit einer Zdhlkammer nach Neubauer. Es
wurden wie bereits oben beschrieben jeweils 5 kleine Quadrate (=1/32 pl) in den vier
grolen Eckquadraten ausgezdhlt und die Summe durch vier geteilt. Zur Bestimmung der

Vitalitdt diente folgende Formel:

n (geféirbte Zellen in 5 kleinen Quadraten) x 5 (Verdiinnung)
0,03125 x 10-3ml (5 kleine Quadrate)

defekte Zellen pro ml=

=n x 160000

defekte Zellen pro ml x 100
Zellen pro ml

Vitalitét in % =

Die Vitalitit muBte fir die Versuche >95% erreichen. Die Zellreinheit wurde durch

Pappenheimfarbung im Ausstrich der Zellsuspension bestimmt. Dabei betrug der Anteil an

Monozyten 25-30%.

3.5 Herstellung der Lockstofflosung

Zur Herstellung der Lockstofflosung wurden 10 mg N-Formyl-MET-LEU-PHE in 22,85 ml
DMEM mit einem Magnetriithrer geldst. Aus dieser 10~ molaren Stammldsung wurden vor
dem Versuch durch eine Verdiinnungskaskade mit DMEM (zweimal im Verhiltnis 1:100
und einmal 1:10) 5 ml einer 10®*molaren N-Formyl-MET-LEU-PHE-Lésung hergestellt.

Diese wurde durch einen 0,2um Bakterienfilter gegeben und bei 37° temperiert.
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3.6 Getestete Anisthetika und deren Losungsmittel beziechungsweise

Konservierungsstoffe

Die neun oben genannten, in der Klinik hédufig eingesetzten intravendsen Andisthetika
einschlieBlich ihrer Losungsmittel und Konservierungsstoffe wurden in je drei verschiedenen
Konzentrationen untersucht. Dabei wurde die Konzentration, welche unmittelbar nach
intravendser Gabe des Anidsthetikums in andsthesiologisch tiblicher Dosis im Serum auftritt, als
mittlere zu testende Konzentration zugrunde gelegt. Die niedrigste Konzentration lag um eine
Zehnerpotenz unter der mittleren Konzentration, die hochste getestete Konzentration war um den
Faktor zehn grofer als die mittlere Konzentration und spiegelte eine Situation wieder, die durch
verzogerte Ausscheidung oder Metabolisation entstehen kann.

Die Herstellung der entsprechenden Anésthetikakonzentrationen erfolgte in sterilen
Reagenzrohrchen. Es wurde die Anisthetikastammldsung hergestellt und zwar genau in einer
solchen Verdiinnung, dall 5 ul der Losung zu 45 pl Zellsuspension zugegeben die jeweils hochste
Testkonzentration ergab.

Die mittlere und niedrige Anisthetika-Konzentration wurden jeweils durch Verdiinnungsreihen

aus der hochsten Konzentration hergestellt.
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Von folgenden Medikamenten wurden jeweils die Handelspréparate untersucht:

3.6.1 Aus der Gruppe der Barbiturate

3.6.1.1 Thiopental (Trapanal®)

Die getesteten Anésthetika-Konzentrationen gehen auf die Ergebnisse von Doenicke et al.

(26) zuriick.

Getestete Konzentrationen: 150,0 pg Thiopental /ml Ansatz
15,0 ug Thiopental /ml Ansatz
1,5 pg Thiopental /ml Ansatz

Herstellung der Anisthetikastammldsung: 500 mg Thiopental-Trockensubstanz wurden mit
33,33 ml Aqua bidestillata verdiinnt. Diese Losung wurde mit isotoner Kochsalzlosung

einmal 1:10 verdiinnt.

Losungsmittel / Konservierungsstoffe: 1 g Trapanal® enthilt 60 mg Natriumkarbonat als

Losungsmittel.
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3.6.1.2 Methohexital (Brevimytal® Natrium)

Die verwendeten Methohexital-Konzentrationen stiitzen sich auf die Angaben von Sunshine
etal. (117).
Getestete Konzentrationen: 170,0 pg Methohexital /ml Ansatz
17,0 ng Methohexital /ml Ansatz
1,7 ng Methohexital /ml Ansatz
Herstellung der Anisthetikastammlésung: 100mg Brevimytal® Natrium wurden in 5,882 ml
sterilem Aqua bidestilata gelost. Diese Losung wurde mit isotoner Kochsalzlosung einmal

1:10 verdunnt.

Loésungsmittel / Konservierungsstoffe: 1 g Brevimytal® Natrium enthélt wie Trapanal® 60

mg Natriumkarbonat als Losungsmittel.

3.6.2 Aus der Gruppe der Imidazolderivate:

Etomidat (Hypnomidate®)

Hier basieren die getesteten Andsthetika-Konzentrationen auf den Ergebnissen von van

Hamme et al. (39).

Getestete Konzentrationen: 3,2 ng Etomidat /ml Ansatz
0,32 g Etomidat /ml Ansatz
0,032 pg Etomidat /ml Ansatz

Herstellung der Anisthetikastamml6sung: 1ml Handelspriparat Hypnomidate® enthilt 2 mg

Etomidat; so wurden 600 ul Hypnomidate®™ mit 8,400 ml isotoner Kochsalzlésung verdiinnt.

Diese Losung wurde mit isotoner Kochsalzlosung einmal 1:10 verdiinnt.
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3.6.3 Aus der Gruppe der Phenzyklidinderivate:

Ketamin

Die Grundlage fiir die untersuchten Konzentrationen bilden die Angaben von Wieber et al.

(125).

Getestete Konzentrationen: 23,6  pg Ketamin /ml Ansatz
2,36 pg Ketamin /ml Ansatz
0,236 g Ketamin /ml Ansatz

Herstellung der Anisthetikastammlosung: 1 ml Ketanest®-Losung enthilt 10 mg Ketamin.
Es wurden 1888 pl Ketanest” 10 mit 6108 pl isotoner Kochsalzldsung verdiinnt. Diese

Losung wurde mit isotoner Kochsalzlosung einmal 1:10 verdiinnt.

Losungsmittel / Konservierungsstoffe: 1 ml Ketanest™ enthlt 0,1 mg Benzethoniumchlorid

als Stabilisator.
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3.6.4 Aus der Gruppe der Benzodiazepine
3.6.4.1 Flunitrazepam (Rohypnol®)
Die Dosierung erfolgte nach Angaben von Lauven et al. (70)
Getestete Konzentrationen: 0,4 ug Flunitrazepam /ml Ansatz
0,04  pg Flunitrazepam /ml Ansatz
0,004 pg Flunitrazepam /ml Ansatz
Herstellung der Anisthetikastammldsung: 1 ml Rohypnol® enthalten 2 mg Flunitrazepam.
Daher wurden 200 ul Rohypnol® mit 9,800 ml isotoner Kochsalzldsung gemischt. Diese

Losung wurde mit isotoner Kochsalzlésung noch einmal 1:10 verdiinnt.

Losungsmittel / Konservierungsstoffe: 1 ml Rohypnol® enthilt als antimikrobielles

Konservierungsmittel 30 mg Benzylalkohol sowie 20 Vol.% Athylalkohol.

3.6.4.2 Midazolam (Dormicum® 5)

Bei Midazolam entstammen die getesteten Konzentrationen den Angaben von Amrein et al.

Q).

Getestete Konzentrationen: 9,75 pg Midazolam /ml Ansatz
0,975 ng Midazolam /ml Ansatz
0,0975 pg Midazolam /ml Ansatz

Herstellung der Anisthetikastammlsung: 1 ml Dormicum® 5 enthalten 5 mg Midazolam.
Es wurden 975 pl Handelspraparat mit 4,024 ml isotoner Kochsalzlosung verdiinnt. Diese

Losung wurde mit isotoner Kochsalzlgsung abermals 1:10 verdiinnt.

Losungsmittel / Konservierungsstoffe: Dormicum® 5 ist seit 1988 frei von Zusatzstoffen.
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3.6.5 Aus der Gruppe der Butyrophenone:
Droperidol (Dehydrobenzperidol®)
Die untersuchten Konzentrationen basieren auf den Angaben von Fischer et al. (30).
Getestete Konzentrationen: 12,35 pg Droperidol /ml Ansatz

1,235 pg Droperidol /ml Ansatz

0,123 pg Droperidol /ml Ansatz
Herstellung der Anisthetikastammldsung: 1 ml Dehydrobenzperidol ® enthilt 2,5 mg
Droperidol. Es wurden 98 pl Dehydrobenzperidol® mit 1,016 ml isotoner Kochsalzlésung

verdiinnt. Diese Losung wurde mit isotoner Kochsalzldsung einmal 1:10 verdiinnt.

Losungsmittel / Konservierungsstoffe: Das Droperidol-Handelspraparat

Dehydrobenzperidol® enthilt keine Zusatzstoffe.
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3.6.6 Aus der Gruppe der Opioide:

Fentanyl ( Fentanyl®-J anssen)

Die von Bentley et al. (6) stammenden Angaben dienten als Grundlage fiir die untersuchten

Konzentrationen.

Getestete Konzentrationen: 0,35 upg Fentanyl /ml Ansatz
0,035 g Fentanyl /ml Ansatz
0,0035 pg Fentanyl /ml Ansatz

Herstellung der Anisthetikastammldsung: 1 ml Fentanyl®-Janssen enthalten
0,05 mg Fentanyl. Es wurden daher 700 pl Fentanyl®-Janssen mit 300 pl isotoner
Kochsalzlosung gemischt. Diese Losung wurde mit isotoner Kochsalzlgsung einmal 1:10

verdinnt.

Losungsmittel / Konservierungsstoffe: Auch Fentanyl®-Janssen ist frei von Lésungs- und

Konservierungsmitteln.
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3.6.7 Aus der Gruppe der Alkylphenolderivate:

Propofol (Disoprivan®)

Die hier verwendeten Propofol-Konzentrationen stiitzen sich auf die Angaben von
Cockshott et al. (17)

Getestete Konzentrationen: 50,0  ug Propofol /ml Ansatz

5,0 g Propofol /ml Ansatz

0,5 ug Propofol /ml Ansatz

Herstellung der Anisthetikastammldsung: 1 ml Disoprivan® enthilt 10 mg Propofol. Es
wurden 1000 pl Handelspraparat mit 1000 pl isotoner Kochsalzlosung gut gemischt. Diese

Losung wurde mit isotoner Kochsalzlosung einmal 1:10 verdiinnt.

Losungsmittel / Konservierungsstoffe: 1 ml Disoprivan” enthalten 10 Vol.% Intralipid als

Losungsmittel.
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3.6.8 Untersuchte Losungsmittel und Konservierungsstoffe

3.6.8.1 Natriumkarbonat

Natriumkarbonat ist in den Barbituraten Thiopental und Methohexital als Losungsmittel
enthalten. Die Konzentration in den Handelspriparaten ist identisch, und die zu
untersuchenden Serumkonzentrationen differieren nur gering. Daher reichte es unseres

Erachtens aus, drei statt sechs verschiedene Konzentrationen zu untersuchen.

Getestete Konzentrationen: 10,0 pg Natriumkarbonat /ml Ansatz
1,0 pg Natriumkarbonat /ml Ansatz
0,1 pg Natriumkarbonat /ml Ansatz

Herstellung der Losungsmittelstammldsung: 10 mg Natriumkarbonat wurden auf der
Préazisionswaage abgewogen und mit 10 ml isotoner Kochsalzlosung gelost. Diese Losung

wurde mit isotoner Kochsalzlosung einmal 1:10 verdiinnt.

3.6.8.2 Benzethoniumchlorid

Im Handelspriparat Ketanest” dienen 0,1 mg Benzethoniumchlorid /ml Anisthetikum als
Konservierungsmittel.
Getestete Konzentrationen: 236,0 ng Benzethoniumchlorid /ml Ansatz
23,6 ng Benzethoniumchlorid /ml Ansatz

2,36 ng Benzethoniumchlorid /ml Ansatz
Herstellung der Konservierungsmittelstammldsung: Mit der Prazisionswaage wurden 23,6

mg Benzethoniumchlorid abgewogen und in 10 ml isotoner Kochsalzlosung geldst. Diese

Losung wurde mit isotoner Kochsalzlosung dreimal 1:10 verdiinnt.
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3.6.8.3 Benzylalkohol

Das Benzodiazepin-Handelspriparat Rohypnol® enthilt pro ml Injektionslsung 30 mg
Benzylalkohol als Stabilisator.

Getestete Konzentrationen: 6 ug Benzylalkohol /ml Ansatz
0,6 ug Benzylalkohol /ml Ansatz
0,06 g Benzylalkohol /ml Ansatz

Herstellung der Konservierungsmittelstammldsung: Bei dem spezifischem Gewicht von 1,05
kg/l von Benzylalkohol entsprechen 6 ng Fliissigkeit 0,0057ul. So wurden 57 pl
Benzylalkohol in 9,943 ml isotoner Kochsalzldsung verdiinnt. Diese Losung wurde mit

isotoner Kochsalzlosung zweimal 1:10 verdiinnt.
3.6.8.4 Athylalkohol
Rohypnol® enthilt auBer Benzylalkohol auch noch 20 Vol.% Athanol.
Getestete Konzentrationen: 0,04  pl Athanol /ml Ansatz
0,004 ul Athanol /ml Ansatz
0,0004pl Athanol /ml Ansatz
Herstellung der Konservierungsmittelstammldsung: 40 ul Athanol wurden in 9,960 ml

isotoner Kochsalzlosung pipettiert und vermischt. Diese Losung wurde mit isotoner

Kochsalzlosung einmal 1:10 verdiinnt.
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3.6.8.5 Intralipid

In Propofol” dienen 10 Vol.% Intralipid / ml Losung als Fettbasis der

Medikamentenemulsion.

Getestete Konzentrationen: 0,495  ul Intralipid /ml Ansatz
0,0495  pl Intralipid /ml Ansatz
0,00495 pl Intralipid /ml Ansatz

Herstellung der Losungsmittelstammlosung: 990 pl Intralipid 10 % wurden mit 1010 pl
isotoner Kochsalzlosung gut gemischt. Diese Losung wurde mit isotoner Kochsalzlsung

einmal 1:10 verdiinnt.
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3.7 Messung der Chemotaxis von Monozyten in vitro

Das Prinzip der Bestimmung der Chemotaxis von menschlichen Blutmonozyten in vitro geht
auf eine Arbeit von Boyden (8) zuriick. Es wurde im Wesentlichen die modifizierte Methode

von Martinet et al.(78, 127) durchgefiihrt.

3.7.1 Prinzip der Chemotaxismessung

Es wurde die Migration menschlicher Blutmonozyten durch ein Mikroporenfilter in einer
modifizierten Boyden-Chemotaxis-Kammer bestimmt. Eine typische Chemotaxiskammer
besteht aus zwei durch einen Filter getrennte kleine Kammern. In der unteren befindet sich
ein Lockstoff mit bekannter chemotaktischer Wirkung und in der oberen die auf Chemotaxis
zu untersuchenden Zellen.

Als chemotaktischer Lockstoff diente dabei das Protein =~ N-Formyl-metionyl-leucyl-
phenylalanin (N- Formyl-MET-LEU-PHE oder f-MLP), das bei Monozyten eine gerichtete
Fortbewegung durch den Filter mit einer Porengrofle von Sum in die untere Kammer
induziert. Nach 90 Minuten Inkubation bei 37°C und 5% CO, erfolgte die Entfernung des
Filters und die Fiarbung der darauf befindlichen Zellen. AnschlieBend wurde der Filter auf
einen Objekttrager aufgebracht. Die durch die Filterporen gewanderten Monozyten wurden
lichtmikroskopisch ausgezdhlt. Hier wurde eine Chemotaxiskammer mit insgesamt 48
Einzelkammern (28) verwendet, um verschiedene Testansétze gleichzeitig unter denselben

Testbedingungen durchzufiihren.
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Abbildung 3:
Modifizierte Boyden Chemotaxiskammer. Eine typische Chemotaxiskammer ist aus
zwei Kammern, die durch einen Filter voneinander getrennt sind, konstruiert. Die
untere Kammer ist mit dem auf chemotaktische Aktivitat zu prifenden Reagenz
gefullt, darauf wird der Filter gelegt und die obere Kammer durch Aufschrauben des
oberen Teils gebildet. Die obere Kammer wird nun mit den chemotaktisch aktiven
Zellen befullt. Nach der Inkubation wird der obere Teil wieder abgeschraubt, um den
Filter wieder freizugeben; die nicht migrierten Zellen auf der Oberseite des Filters
werden entfernt und die Zellen, welche durch den Filter gewandert sind, ausgezahilt.
A: Gedffnete Boyden Chemotaxiskammer.
B: Schematische Zeichnung der geschlossenen modifizierten

Boyden Chemotaxiskammer

(8)
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Abbildung 4:

Schematische Zeichnung der 48-Well-Micro-Chemotaxiskammer. Der untere Teil
der Kammer enthalt 48 Vertiefungen. Jede einzelne dieser Vertiefungen kann mit
einer Probe geflllt werden. Dann wird ein Filter aufgelegt, welcher alle 48
Vertiefungen bedeckt, gefolgt von der Auflage einer Silikonabdichtung. Nun wird der
obere Teil der Chemotaxiskammer aufgesetzt und damit die oberen 48
Einzelkammern gebildet. Alle Teile werden durch Anziehen der sechs
Randelschrauben zusammengehalten. Nach der Inkubation werden diese
Randelschrauben wieder geldost und der obere Teil der Kammer und die
Silikondichtung entfernt. Jetzt kann der Filter enthommen werden. Die nicht
migrierten Zellen auf der Oberseite des Filters werden entfernt und die Zellen,
welche durch den Filter gewandert sind, ausgezahlt.

A: Obere Ansicht der 48-Well-Micro-Chemotaxiskammer

B: Seitliche Ansicht der 48-Well-Micro-Chemotaxiskammer

(8,78)
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Abbildung 5:

Foto der zerlegten Chemotaxiskammer mit speziellem Zubehoér wie Pinzetten und
Klammern fur die Filterfarbung. (Reuf3ner D.)

o
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Abbildung 6:

Zentrifugugierte Blutproben vor Entnahme der isolierten Zellen. Unten das
Sediment der Erythrozyten, dariber die Banden mit Lymphoprep®, der Schicht mit
den mononuklearen Zellen und dartber die Ubrigen Blutzellen im Serum.

(Reufdner D.)
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Abbildung 7:
Foto der zerlegten 48-Well-Micro-Chemotaxiskammer (Original Prototyp von Neuro
Probe INC., Cabin John, USA)

Abbildung 8:
Foto der zusammengefigten 48-Well-Micro-Chemotaxiskammer (Original Prototyp
von Neuro Probe INC., Cabin John, USA)
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3.7.2 Durchfiihrung der Messung der Chemotaxis
3.7.2.1 Vorbereitung

Vor Versuchsbeginn wurden alle verwendeten Reagenzien und Gerétschaften bei 37°C
temperiert. Die Fliissigkeiten wurden ferner durch ein 0,2 um Bakterienfilter gegeben. Dies

diente zum Ausschlufl etwaiger Storfaktoren durch Keimbesiedelung

3.7.2.2 Beschickung der Chemotaxiskammer

Um die verschiedenen Medikamente in ihrer die Chemotaxis beeinflussenden Wirkung
vergleichen zu konnen, wurden bei jedem Versuch mehrere Anésthetika gleichzeitig
untersucht. Zuerst wurden in die unteren Kammern 25 ul Lockstofflosung pipettiert (bei
Versuch 2 in die Kammern D9 und D10 als Leerwert ohne Lockstoff 25ul DMEM+BSA).
Die vorher zurechtgeschnittenen Polycarbonatfilter mit 5 pm Porengréfe (Millipore GmbH,
Eschborn) wurden mit der gldnzenden Seite nach unten vorsichtig liber den befiillten
Kammern positioniert, so dal3 sich keine Luftblasen bildeten und der Filter von unten
benetzt war. Das Oberteil der Chemotaxiskammer wurde nun auf das Unterteil aufgesetzt
und die Réndelschrauben unter stetigem Druck von oben handfest angezogen. Es erfolgte
eine weitere Kontrolle auf eventuelle Lufteinschliisse und Dichtigkeit der nun durch den
Polycarbonatfilter verschlossenen unteren Kammern. Die 48 oberen Kammern der
Neuroprobe-Microchemotaxis-Kammer wurden nun mit jeweils 5 pl der bei 37°C

vortemperierten Medikamentenstammldsungen nach folgenden Beschickungsplénen befiillt:
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Abb. 9: Die romischen Zahlen entsprechen den Zuschnitten fir die Objekttrager zur

mikroskopischen Auswertung. Die Bereiche | und Il sowie Ill und IV wurden von je

einem Filter erfasst.

Tab. 4: Beschickungsplane fur die Versuche:

Versuch 1
1| 2 3 | 4 5 | 6 7 | 8 9 | 10 11 | 12
Thiopental Natriumcarbonat | Methohexital Midazolam Droperidol Ketamin
Hoch Hoch Hoch Hoch Hoch Hoch
Thiopental Natriumcarbonat | Methohexital Midazolam Droperidol Ketamin
Mittel Mittel Mittel Mittel Mittel Mittel
Thiopental Natriumcarbonat | Methohexital Midazolam Droperidol Ketamin
Niedrig Niedrig Niedrig Niedrig Niedrig Niedrig
Nullorobe L Benzethonium- | Benzethonium- | Benzethonium- Nullorobe
P chlorid Hoch | chlorid Mittel | chlorid Niedrig P
I | ]| v
Versuch 2
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Flunitrazepam | Benzylalkohol Ethanol Etomidate Fentanyl Propofol
Hoch Hoch Hoch Hoch Hoch Hoch
Flunitrazepam | Benzylalkohol Ethanol Etomidate Fentanyl Propofol
Mittel Mittel Mittel Mittel Mittel Mittel
Flunitrazepam | Benzylalkohol Ethanol Etomidate Fentanyl Propofol
Niedrig Niedrig Niedrig Niedrig Niedrig Niedrig
Intralipid Intralipid Intralipid -
Nl Hoch Mittel Niedrig @ MLP Nl
| | ] v
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Beim Pipettieren dieser kleinen Mengen wurde darauf geachtet, daf sich keine Lésung an
der AuBlenwand der Pipettenspitze befand. Beim Ausdriicken wurde der Tropfen an der
Seitenwand der oberen Kammer platziert, ohne schon den Filter zu benetzen. Anschlieend
wurde in alle oberen Kammern jeweils 45ul der isolierten Zellsuspension gegeben. Dies
erfolgte recht zligig, um die Chemotaxis in allen Kammern moglichst gleichzeitig zu starten,
dennoch mufite genau darauf geachtet werden, daB sich keine Luftblasen bildeten und den
Kontakt mit der Filteroberflache behinderten. Die beschickte Chemotaxiskammer wurde nun

bei 37°C und 5% CO, fir 90 Minuten inkubiert.

3.7.2.3 Inkubation und Firbung der Mikroporenfilter

Wéhrend der Inkubation der Testkammer wurde die weitere Verarbeitung der
Mikroporenfilter vorbereitet. Eine Petrischale wurde zur Benetzung der Filter mit PBS
gefiillt. Das Abstreifwerkzeug von Neuroprobe® (,,Wiperblade®) wurde vorbereitet, ebenso
wurden die vier Farbetroge mit den drei Fixier- und Farbelosungen des DiffQuik®-Farbekits
und PBS zur anschlieenden Féarbung gefiillt.

Nach Ende der Inkubationszeit von 90 Minuten wurde die Chemotaxiskammer aus dem
Inkubatorschrank entnommen und der Mikroporenfilter zur weiteren Verarbeitung
vorbereitet. Zur Entnahme des Filters wurden die Réndelschrauben der Chemotaxiskammer
gleichmafig geldst und die Kammer auf eine saugfiahige, saubere Unterlage gestiirzt. Der
obere Teil der Kammer konnte vorsichtig vom unteren Teil gelost werden und der
Mikroporenfilter entnommen werden. Der Filter konnte nun vorsichtig mit den
Neuroprobe®-Filterklemmen abgehoben werden, wobei auf die richtige Orientierung des
Filters geachtet wurde. Die Oberseite, welche mit der Zellsuspension und den noch nicht
durchwanderten Zellen benetzt war, wurde vorsichtig mit dem bereitgestellten
Phosphatpuffer befeuchtet. Sodann wurde nur diese Seite liber die Abstreifvorrichtung
gezogen, um die Zellen, die nicht durch Diapedese durch die Filterporen auf die Unterseite
des Filters gelangt waren, zu entfernen. Diese Prozedur wurde ein zweites Mal wiederholt.
Es wurde darauf geachtet, die Unterseite des Filters weder zu beriihren noch mit anderen

Fliissigkeiten zu benetzen, um ein Ablosen der durchgewanderten Monozyten zu verhindern.
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Nun wurde der Filter gefarbt. Dies geschah, um mechanischen Stre3 zu vermeiden, in hohen
Férbetrogen, in denen der Filter mit Klammern eingehdngt beziehungsweise eingetaucht
werden konnte.

Die zerlegte Chemotaxiskammer wurde sogleich in destilliertem Wasser griindlich
gewaschen, um ein Antrocknen der Losungen und damit Verunreinigung der Kammer zu

vermeiden. Die Gerétschaften wurden anschlieBend luftgetrocknet.

Als Féarbung benutzten wir das gebrauchsfertige Farbekitt Diff Quik® (Baxter, Diidingen,
Schweiz), ein Firbeset zur Schnellfirbung von Differentialblutbildern. Die Firbetechnik
entspricht in den Ergebnissen der Pappenheim-Methode (Giemsa-May-Griinwald). Die
Methodik wurde aus der Arbeit von Martinet et al. iibernommen (78).

Zundchst wurde der Filter in die Fixierlosung, entsprechend ,Firbelosung 1%, fiir 60
Sekunden eingelassen. Die Zusammensetzung enthélt FastGreen in Methanol bei einem
Methanolanteil von >50 Volumenprozent.

Der Fixation folgte die erste Farbung in der ,,Farbelosung II* fiir erneute 60 Sekunden.
Diese Fliissigkeit enthidlt 1,22 g/l Eosin G in Phosphatpuffer bei einem pH von 6,6. Die
letzte Farbung erfolgte mit der ,,Farbelosung III* auch fiir die Dauer von 60 Sekunden. Der
Hersteller gibt die Zusammensetzung mit 1,1 g/l Thiazin-Farbstoff in Phosphatpuffer bei pH
6,6 an. Der Filter wurde mit der Unterseite nach unten auf zwei nebeneinander liegende
Glas-Objekttrager gelegt, so daB jede Gruppe (bei Versuch 1 die Gruppen I u. II und bei
Versuch 2 die Gruppen III u. IV) auf jeweils einem Objekttriger zu liegen kam. Ein
Verrutschen, Abtupfen oder andere Irritationen der Filter wurden vermieden, um ein
Vermischen moglicherweise sich ablosender Monozyten in andere Spots zu vermeiden. Die
Objekttrager wurden luftgetrocknet und anschlieBend der Filter an der Kante der beiden
Objekttrager mit einem sterilen Skalpell GroBe 11 durchtrennt. Nun erfolgte die
Beschriftung und Archivierung der Praparate zur weiteren Auswertung durch Auszéhlen der

migrierten Monozyten.
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3.7.2.4 Auszihlen der Mikroporenfilter

Die  Auswertung der  Polykarbonat-Mikroporenfilter = geschah  in  iiblicher
lichtmikroskopischer Weise. Hierzu wurden in jedem Spot jeweils fiinf randomisierte High-
power-fields ausgezihlt und addiert. Ein High-power-field entsprach dabei einem ganzen
Gesichsfeld bei 400-facher Vergrof3erung.

Es wurden alle erkennbaren Zellen in der Fokusebene zwischen der Glasoberflache des
Objekttragers und dem Polycarbonatfilter ausgezéhlt. Des Weiteren wurden Poren, die durch
in Diapedese befindlichen Zellen verlegt waren, addiert. Zelltriimmer oder einzelne Zellen
oberhalb dieser Fokusebene, also auf der Oberseite des Filters, wurden ignoriert. Hierbei
handelte es sich um nicht-migrierte Zellen, die durch den Abstreifvorgang vor der Farbung

nicht erfaf3t wurden.
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3.7.3 Statistische Auswertung

Fiir jedes in der Studie untersuchte Anidsthetikum und die dazugehdrigen Zusatzstoffe
wurden pro getestete Konzentration 10 Versuche durchgefiihrt. Wie bereits unter 3./
beschrieben, wurden alle 15 Substanzen mit den Monozyten der jeweils selben 10
Blutspender getestet, um den Einfluf3 interindividueller Unterschiede zu minimieren.

Von allen ermittelten Werten wurden die Mediane, Standardfehler der Mediane und
Standardabweichungen bestimmt (Tabellen im Anhang).

Nach Uberpriifung auf Normalverteilung der Ergebnisse mit dem Pearson-Stephens-Test
folgte die Uberpriifung der Varianzengleichheit mittels Bartlett-Test. Wenn beide
Bedingungen erfiillt waren, wurde eine zweifache Varianzanalyse durchgefiihrt. Als
Folgetest diente der Scheffé-Test.

Fiir den Fall, daB3 die Bedingungen fiir Normalverteilung oder Varianzengleichheit nicht
erfiillt waren, wurde als Alternativtest der Friedman-Test verwandt, bei signifikanten
Ergebnissen wurde als Folgestest der Miller-Test durchgefiihrt.

Statistische Signifikanz wurde bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 5% und darunter

angenommen.

Als Referenzwert der Nullprobe wurden jeweils die werde der Nullprobe aus dem

untersuchten Cluster der Chemotaxiskammer im jeweiligen Versuch verwandt:

Versuch | Cluster Nullprobe
1 A1-D6 D1+D2
1 A7 -D12 | D11 +D12
2 A1-D6 D1+D2
2 A7 -D12 | D11 +D12

Die Auswertung erfolgte auf einem IBM-PC mit dem BIOMED-PLUS-Programmsystem

der Jungjohann Verlagsgesellschaft (60).
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4. Ergebnisse

4.1 Aus der Gruppe der Barbiturate

4.1.1 Thiopental

Chemotaxis

400

350 +

w

o

o
;

Zellen pro 5 HPF
N
o
o

Abbildung :

150
100 -
50 -
0
0 1,5 15 150
Thiopental [pg/ml] o Standardfehler v. Median
@ Median
n=10

Mediane, Standardfehler der Mediane und Standardabweichungen der Chemotaxis von

Monozyten in vitro aus 10 Messungen in Zellen pro 5 High-Power Fields (HPF) unter

EinfluB dreier verschiedener Thiopental-Konzentrationen.

Thiopental zeigte keinen signifikanten Einfluf3 auf die Chemotaxis von Monozyten.
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4.1.2 Methohexital

Chemotaxis

400

350 +

300 +

Zellen pro 5 HPF

100 +
50 +
0
0 1,7 17 170
Methohexital [ug/mI] @ Standardfehler v. Median
@ Median
n=10
Abbildung :

Mediane, Standardfehler der Mediane und Standardabweichungen der Chemotaxis von
Monozyten in vitro aus 10 Messungen in Zellen pro 5 High-Power Fields (HPF) unter

EinfluB dreier verschiedener Methohexital-Konzentrationen.

Die Chemotaxis von Monozyten wurde durch Methohexital nicht signifikant beeinflufit.

62



4.2 Aus der Gruppe der Imidazolderivate
Etomidat

Chemotaxis

450

400 -

350 +

300 -

250 -

200 +

Zellen pro 5 HPF

150 -

100 +

50 -

0 0,032

Etomidat [pug/ml]

0,32

3.2

O Standardfehler v.Median

@ Median

Abbildung :

n=10

Mediane, Standardfehler der Mediane und Standardabweichungen der Chemotaxis von

Monozyten in vitro aus 10 Messungen in Zellen pro 5 High-Power Fields (HPF) unter

EinfluB dreier verschiedener Etomidat-Konzentrationen.

Es zeigten sich keine relevanten Beeinflussungen der Chemotaxis von Monozyten durch

Etomidat.
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4.3 Aus der Gruppe der Phenzyklidinderivate:

Ketamin

Chemotaxis

350

300 -

250 +

200 +

150 -

Zellen pro 5 HPF

100 -

50 -

0 0,236 2,36 23,6

Ketamin [pglm |] O Standardfehler v. Median
@ Median

n=10
Abbildung :

Mediane, Standardfehler der Mediane und Standardabweichungen der Chemotaxis von

Monozyten in vitro aus 10 Messungen in Zellen pro 5 High-Power Fields (HPF) unter

EinfluB dreier verschiedener Ketamin-Konzentrationen.

Bei der mittleren Konzentration von Ketamin zeigte sich eine signifikante Hemmung der

Chemotaxis von Monozyten. (Friedman-Test / Miller-Test, p<0,05)
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Aus der Gruppe der Benzodiazepine

4.4.1 Flunitrazepam

Chemotaxis

400 =

350 +

300 +

250 +

200

150 -

Zellen pro 5 HPF

100 +

50 +

0 0,004 0,04 0,4

Flunitraze pam [pllm |] O Standardfehler v. Median
B Median

n=10
Abbildung :

Mediane, Standardfehler der Mediane und Standardabweichungen der Chemotaxis von

Monozyten in vitro aus 10 Messungen in Zellen pro 5 High-Power Fields (HPF) unter

EinfluB dreier verschiedener Flunitrazepam-Konzentrationen.

Es konnte kein signifikanter Einflufl von Flunitrazepam auf die Monozytenchemotaxis

nachgewiesen werden.
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4.4.2 Midazolam

Chemotaxis

350

300 -

250 -

200 -

150 +

Zellen pro 5 HPF

100 +

50 +

0 0,0975

Midazolam [pg/ml]

0,975

9,75

O Standardfehler v.Median

@ Median

Abbildung :

n=10

Mediane, Standardfehler der Mediane und Standardabweichungen der Chemotaxis von

Monozyten in vitro aus 10 Messungen in Zellen pro 5 High-Power Fields (HPF) unter

EinfluB dreier verschiedener Midazolam —Konzentrationen.

Die mittlere Konzentration von Midazolam supprimierte die Chemotaxis von Monozyten

signifikant. (Friedman-Test / Miller-Test, p<0,05)
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4.5 Aus der Gruppe der Butyrophenone:
Droperidol

Chemotaxis

350

300

250 +

200 +

150 -

Zellen pro 5 HPF

100 +

50 -

0 0,1235 1,235 12,35

Droperidol [ug/ml] O Standardfehler v. Median
= Median

n=10
Abbildung :

Mediane, Standardfehler der Mediane und Standardabweichungen der Chemotaxis von

Monozyten in vitro aus 10 Messungen in Zellen pro 5 High-Power Fields (HPF) unter

EinfluB dreier verschiedener Droperidol-Konzentrationen.

Die niedrige und mittlere Konzentration von Droperidol induzierten eine Verminderung der

Chemotaxis von Monozyten. (Friedman-Test / Miller-Test, p<0,05)
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4.6 Aus der Gruppe der Opioide:
Fentanyl

Chemotaxis

450

400 -
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200 +

Zellen pro 5 HPF

150 -

100 +
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0 0,0035
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0,035

0,35

O Standardfehler v. Median|

@ Median

Abbildung :

n=10

Mediane, Standardfehler der Mediane und Standardabweichungen der Chemotaxis von

Monozyten in vitro aus 10 Messungen in Zellen pro 5 High-Power Fields (HPF) unter

EinfluB dreier verschiedener Fentanyl-Konzentrationen.

Ein Effekt auf die Chemotaxis von Monozyten durch Fentanyl konnte nicht nachgewiesen

werden.
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4.7 Aus der Gruppe der Alkyphenolderivate:
Propofol

Chemotaxis

450

400 -

350 +

300 -

250 -

200 |

Zellen pro 5 HPF

150 +

100 +

50 -

PI'OpOfOl [pglm |] O Standardfehler v. Median|
B Median

n=10
Abbildung :

Mediane, Standardfehler der Mediane und Standardabweichungen der Chemotaxis von

Monozyten in vitro aus 10 Messungen in Zellen pro 5 High-Power Fields (HPF) unter

EinfluB dreier verschiedener Propofol-Konzentrationen.

Es zeigte sich, dafl Propofol keine relevanten Effekte auf die Monozytenchemotaxis hatte.
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4.8 Ergebnisse der Untersuchung der Hilfsstoffe
Athylalkohol

Chemotaxis

450

400 -

350 +

300 -

250 -
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Zellen pro 5 HPF

150 +

100 +

50 -

0 0,0004 0,004 0,04

Athylalkohol [pglm |] O Standardfehler v. Median|

B Median

n=10

Abbildung :
Mediane, Standardfehler der Mediane und Standardabweichungen der Chemotaxis von

Monozyten in vitro aus 10 Messungen in Zellen pro 5 High-Power Fields (HPF) unter

EinfluB dreier verschiedener Athanol-Konzentrationen.

Es konnte keine signifikante Beeinflussung der Chemotaxis von Monozyten durch

Athylalkohol nachgewiesen werden.
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Benzethoniumchlorid

Chemotaxis
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250

200 -

150 +

Zellen pro 5 HPF

100 +

50 +

0 0,00236 0,0236 0,236

Benzethoniumchlorid [ug/ml] O Standardfehler v. Median|
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n=10
Abbildung :

Mediane, Standardfehler der Mediane und Standardabweichungen der Chemotaxis von

Monozyten in vitro aus 10 Messungen in Zellen pro 5 High-Power Fields (HPF) unter

EinfluB} dreier verschiedener Benzethoniumchlorid-Konzentrationen.

Bei der mittleren Konzentration von Benzethoniumchlorid zeigte sich eine signifikante

Hemmung der Chemotaxis von Monozyten. (Friedman-Test / Miller-Test, p<0,05)
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Benzylalkohol

Chemotaxis
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Benzylalkohol [pglm |] O Standardfehler v. Median|
@ Median

n=10
Abbildung :

Mediane, Standardfehler der Mediane und Standardabweichungen der Chemotaxis von

Monozyten in vitro aus 10 Messungen in Zellen pro 5 High-Power Fields (HPF) unter

EinfluB} dreier verschiedener Benzylalkohol —Konzentrationen.

Die niedrige Konzentration von Benzylalkohol induzierte eine Verminderung der

Chemotaxis von Monozyten. (Friedman-Test / Miller-Test, p<0,05)
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Intralipid

Chemotaxis

400 =

350

300

250

200 +

150 +

Zellen pro 5 HPF

100 -

50 -

0 0,495

Intralipid [pg/ml]

4,95

49,5

O Standardfehler v.Median|
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Abbildung :

n=10

Mediane, Standardfehler der Mediane und Standardabweichungen der Chemotaxis von

Monozyten in vitro aus 10 Messungen in Zellen pro 5 High-Power Fields (HPF) unter

EinfluB3 dreier verschiedener Intralipid —Konzentrationen.

Es konnte kein signifikanter EinfluB3 von Intralipid auf die Monozytenchemotaxis

nachgewiesen werden.
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Natriumcarbonat

Chemotaxis
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Natrium carbonat [uglm |] O Standardfehler v.Median|
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n=10

Abbildung :

Mediane, Standardfehler der Mediane und Standardabweichungen der Chemotaxis von
Monozyten in vitro aus 10 Messungen in Zellen pro 5 High-Power Fields (HPF) unter

EinfluB dreier verschiedener Natriumcarbonat —Konzentrationen.

Die niedrige Konzentration von Natriumcarbonat supprimierte die Chemotaxis von

Monozyten signifikant. (Friedman-Test / Miller-Test, p<0,05)
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Leerwert-Messung ohne Lockstoff

Chemotaxis
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[ Std.-
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. Median

Nullprobe mit fMLP Nullprobe ohne fMLP

n=10

Abbildung :

Mediane, Standardfehler der Mediane und Standardabweichungen der Chemotaxis von
Monozyten in vitro aus 10 Messungen in Zellen pro 5 High-Power Fields (HPF). Nullproben
ohne Medikamente oder Hilfsstoffe in oberer Kammer, mit fMLP als Lockstoff in unterer

Kammer und ohne fMLP in unterer Kammer.
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5. Diskussion

5.1 Funktion der Monozyten bei der Abwehr eingedrungener Mikroorganismen

Das menschliche Immunsystem ist ein komplex reagierendes Organsystem, das in der Lage
ist, korperfremde Substanzen zu erkennen, um sie dann zu eliminieren. Dazu verfiigt es
vereinfacht dargestellt iiber zwei Abwehrsysteme, die sich beide weiter in zelluldre und
humorale Immunmechanismen unterteilen lassen. Das phylogenetisch dltere der beiden
Systeme ist das schnell einsetzende unspezifische Abwehrsystem, d. h. die angeborene und
genetisch determinierte Immunitét, die im wesentlichen aus der entziindlichen Reaktion mit

Ansammlungen phagozytierender Zellen besteht.

Das entwicklungsgeschichtlich jiingere Abwehrsystem besteht aus der verzogert
einsetzenden, spezifischen und erworbenen Immunitit, die den Erwerb eines
immunologischen Gedéchtnisses einschlieBt. Die zellulire Komponente des spezifischen
Abwehrsystems bilden verschiedene Lymphozyten, wihrend die von Plasmazellen

synthetisierten Antikorper die humorale Immunitét vermitteln.

Zu den Mechanismen der unspezifischen Abwehr gehoren ebenfalls humorale und zellulare
Faktoren. Die humoralen Faktoren bildet das Komplementsystem, ein aus iiber 20
kaskadenartig zusammenwirkenden Serumproteinen bestehendes System. Es 16st auller
direkter =~ Membranschiddigung iiber eine  Steigerung der  Gefillpermeabilitit,
Mastzellendegranulation und  Aktivierung von  polymorphkernigen neutrophilen
Granulozyten eine  Entziindungsreaktion aus. FEine weitere Funktion des
Komplementsystems besteht in der gesteigerten Phagozytose, da Antigene mit Hilfe von
Komplementfaktoren leichter an phagozytierende Zellen gebunden werden kdnnen. Diese
phagozytierenden Zellen, bestehend aus polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten
(PNG) und mononukledren Phagozyten (MP), stellen die zellulire Komponente des

unspezifischen Abwehrsystems dar.
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5.2 Monozytopoese

Monozyten, welche im roten Knochenmark produziert werden, iiben einen wesentlichen
EinfluB3 auf die humorale und die zellvermittelte Immunantwort aus. Die Reifung beginnt
aus einer pluripotenten Stammzelle und bildet den funktionsfdhigen Monozyten innerhalb
von etwa 60 Stunden.

Die am frithesten identifizierbaren Zellen sind Monoblasten und Promonozyten im
Knochenmark. Nach zwei bis drei weiteren Zellteilungen differenzieren sich aus diesen
Monozyten, die nun nicht mehr teilungsfihig sind. Diese verlassen das Knochenmark, treten
in den Blutkreislauf ein und verbleiben in diesem Pool fiir 8 bis 10 Stunden. Dort ist die
Zelle Untersuchungen mittels Blutentnahme am einfachsten zugénglich.

Im Vergleich zum Lymphozyten ist der menschliche Blutmonozyt eine groe Zelle (10-18
pum im Durchmesser), die gewdhnlich einen hufeisenformigen Nukleus hat und oft schwach
azurophile Granula enthdlt. Im ultrastrukturellen Bereich weist der Monozyt prominente
Mikrovilli und undulierende Membranen auf, einen gut entwickelten Golgi-Apparat und
viele intrazytoplasmatische Lysosomen. Diese Lysosomen enthalten mehrere Hydrolasen
und Peroxidasen zur intrazelluldren Abtdtung von Mikroorganismen.

Aus dem Blutgefdfisystem wandern die Monozyten in die verschiedenen Gewebe und
Organe ein und mutieren zu Makrophagen. Diese Zellen sind weit im Kdorper verbreitet, so
zum Beispiel die Alveolarmakrophagen der Lunge, die Kupffer'schen Zellen der Leber, die
lining macrophages der Milz und der Knochenmarksinusoide und die frei migrierenden
Makrophagen in der Pleura- und Peritonealhdhle (18).

In Makrophagen umgewandelt werden die Zellen groBer und zeigen eine Vermehrung der
cytoplasmatischen Lysosomen und Mitochondrien. Die Lebenszeit betrdgt bis zu einigen

Monaten.

77



5.3 Monozytenaktivitiit

Die Hauptaufgabe der Monozyten besteht, wie oben bereits erwéhnt, in dem Schutz des
Wirtes vor eindringenden Mikroorganismen. Die Chemotaxis und Phagozytose von
korperfremden Stoffen zéhlen zu den wichtigsten Funktionen von Monozyten.

Vor allem im Bereich der postkapilliren Venolen in infizierten Korperregionen beginnt der
Abwehrvorgang mit der Adhdrenz der Monozyten an den Gefdl3endothelien. Durch erhdhte
Gefilpermeabilitit kommt es zur Diapedese durch die GefiBwand (92). Angezogen von
chemotaxisinduzierenden Substanzen (zum Beispiel: Lymphokine, Immunkomplexe,
kationische Proteine, Komplementfragment C5a, N-Formyl-Proteine, Endotoxin und andere
bakterielle Faktoren) bewegen sich Monozyten amdboid auf ihr Ziel zu. Dabei ist die
ungerichtete, ziellose Bewegung, genannt Chemokinesis, die von diversen chemischen und
biologischen Substanzen verursacht wird, klar von der Chemotaxis zur unterscheiden. Erst
die Chemotaxis befdhigt die Abwehrzellen rdumlich gerichtet zu agieren. Definitionsgemal3
erklart sich die Chemotaxis als eine Reaktion, durch welche eine gerichtete Bewegung von
Zellen oder Organismen durch bestimmte Substanzen in ihrer Umgebung induziert wird
(56). Nach Bindung an ein Partikel (zum Beispiel ein Bakterium) wird dieses von
Monozyten eingeschlossen, wodurch ein intrazellulires Phagosom entsteht. Nach
Verschmelzungsprozessen mit den Lysosomen entsteht das Phagolysosom. Innerhalb dieser
Vacuole wird das phagozytierte Partikel in den meisten Fillen zerstort und verdaut. Dies
geschieht durch die in den Lysosomen enthaltenen Substanzen wie toxische

Sauerstoffmetabolite, Myeloperoxidasen und andere kationische Proteine.

Die Antigenprésentation ist eine weitere wichtige Funktion von Monozyten. Nach
Phagozytieren eines Antigens wird dieses in den Endosomen aufbereitet. Die immunogenen
Peptide werden an der Monozytenoberfliche in Kombination mit Klasse-II-Molekiilen
exprimiert. Das fiihrt zur einer Aktivierung und Wachstumsstimulation von T-Zell-
Lymphozyten, welche ihrerseits eine Reihe von Mediatoren sezernieren. Diese Substanzen
wiederum lassen Monozyten Monokine freisetzen (Interleukin-1, Interleukin-6,
Koloniestimulierender Faktor, Tumornekrosefaktor und andere), die eine Reihe von

immunologischen Effekten in Gang setzen.
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5.4 Bedeutung der Chemotaxis fiir die Funktion der Monozyten

Die Fihigkeit zur Chemotaxis, also der zielgerichteten Fortbewegung der Monozyten, stellt
ein wichtiges Bindeglied in der Immunabwehr des Organismus dar (48, 100).

Die Chemotaxis beginnt nach dem Eintritt des Monozyten in das Gewebe und ist die aktive
gerichtete Fortbewegung in einem Konzentrationsgradienten und Ansammlung am Ort der

hochsten Konzentration (56).
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Abbildung 10:. Der Lockstoff bindet extrazellulir an einen in der Plasmamembran
gelegenen mit G-Protein verbundenen Rezeptor. Die Aktivierung triggert die Dissoziation
von der GTP-gebundenen Ga-Untereinheit vom heterotrimerischem G-Protein. Dieser
Schritt aktiviert das Rho-Familie GTP-Bindungsprotein, Cdc42, das Homologon zu der bei
Séugetieren bekannten kleinen GTPase, dessen Aktivierung die Formation von Filopodien
auslost. Wie auch in Sdugetierzellen aktiviert Cdc42 ein Protein (Beel, das Homologon zu
Wiskott-Aldrich-Syndrom-Protein WASp) welches seinerseits den ARP-Komplex aktiviert,
was zu einer lokalen Aktinpolymerisation an der Seite der Lockstoffbindungstelle fiihrt. Die
lokale Aktinpolymerisation und das VergroBern von Filamenten 10sen ein polarisiertes
Wachstum mit dem Effekt der Ausbildung einer pseudopodenartigen Ausstiilpung aus.(1,55)

Der erste molekulare Schritt, der zur Auslosung der Chemotaxis fiihrt, ist die Interaktion des
chemotaktisch aktiven Stoffes mit den zugehorigen Oberflachenrezeptoren des Monozyten.
Die direkte Interaktion mit G-Protein (Guanosintriphosphat-bindendes-Protein) aktiviert den
Phosphoinositolzyklus iiber die Phospholipase C; die anschlieBende Freisetzung von
Calziumionen als auch Aktinpolymerisation in der Néhe des Rezeptors, an dem die

Liganden binden, sind in die Chemotaxisreaktion involviert.

79



Diese Aktinpolymerisation ist von der monomerischen p-Familie GTPase abhénig. Es
werden von der reagierenden Zelle sodann Protrusionen in Richtung des Signals gestreckt.
Die Priferenzrichtung dieser Protrusionsaktivitét polarisiert damit die Zelle zu einer Seite
und verursacht eine Reorientierung der Traktionsmechanismen des Zytoskelettes. Der
Zellkorper folgt so der ausgestreckten ,,Nase® nach in einer amdboiden Bewegung in
Richtung des attraktiven Signals. Abgesehen von diesen Erkenntnissen ist der exakte Weg
der Signaltransduktion, der zur Chemotaxis fiihrt, noch unbekannt (1, 21, 55, 109, 121, 129).
In der chemotaktisch angeregten Zelle kommt es zu einer erhdhten Esteraseaktivitit, zur
Aktivierung  des  Arachnoidonsdure-Metabolismus, =~ Anregung  des  Hexose-
Monophosphatshunts, zum Na-, K- und Ca-loneneinfluB sowie zur Verdnderung des
Membranpotentials. Danach setzt die Zellbewegung ein, realisiert iiber Pseudopodien durch
kontraktile (Myosin) und regulierende Proteine.

Der in vivo wichtigste Weg der Aktivierung liuft iiber das Komplementsystem, wobei das
CS5a als chemotaktisches Fragment wirkt. Andere plasmagebundene Mediatoren mit
chemotaktischer Aktivitdt sind die Hagemann Faktor abhingigen Chemotaxisfaktoren,
Plasminogenaktivator sowie Nebenprodukte des Arachnoidonsdure-Metabolismus {iber den
Lipoxygenase Weg (12-Hydroxy-d5,8,10,15-Eicosatetraenoinsiure) und den
Cyclooxygenase @~ Weg  (Prostaglandine = und  Thromboxane).  Zellvermittelte
Chemotaxisfaktoren sind Produkte von Leukozyten, Monozyten und polymorphkernigen
Leukozyten (102). Bestimmte Gewebe-, Bakterien- und Virusprodukte enthalten C3- und
C5-spaltende Enzyme, die indirekt eine komplementbegleitete Chemotaxisaktivierung
bewirken konnen (102).

Als allgemein anerkannte Methode, die Chemotaxis von Leukozyten zu quantifizieren, hat
sich das Prinzip der Chemotaxiskammer nach Boyden (8) bewdhrt. Dieses Verfahren ist
iiber die Jahre weiterentwickelt worden, und es etablierte sich die Technik, die zu testenden
Zellen durch einen Filter (Polycarbonat oder Nitrozellulose) auf einen chemotaktisch
aktiven Stoff auf der Gegenseite des Filters iiber eine bestimmte Zeit wandern zu lassen (28,
119). In unserer Studie verwendeten wir eine 48-Zellen-Microchemotaxiskammer, in der 48
Testansitze gleichzeitig angesetzt werden konnten. Dies hatte den Vorteil, die individuellen
Abweichungen durch gleichzeitige Durchfiihrung mehrerer verschiedener Tests in einem
Testansatz moglichst klein zu halten und damit einen direkten Vergleich verschiedener

Hemmungsparameter (in unserem Falle intravendse Anésthetika) {iberhaupt erst zu
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ermdglichen. Die Methodik iibernahmen wir mit geringfiigigen Modifikationen aus der

Arbeit von Martinet et al. (78)

Duncan (27) beschrieb in seiner Arbeit den EinfluB von Anisthetika auf verschiedene
Funktionen des Immunsystems und =zeigte eine immunsuppressive Wirkung dieser
Substanzen. In der Arbeit von Stevenson et al. (116) konnte eine signifikante Hemmung der
Sekretion von a-Interferon menschlicher Monozyten unter Einflul volatiler Anisthetika

(Halothan) gezeigt werden.
Aufgrund der grolen Bedeutung der Chemotaxis fiir die Funktionsfahigkeit von Monozyten

ist die Annahme, dafl Anisthetika, welche die Chemotaxis behindern, das perioperative

Infektionsrisiko steigern, wohl berechtigt.
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5.5 Diskussion der Ergebnisse

Der EinfluB3 von Anésthetika auf die chemotaktische Aktivitdt von Monozyten ist bisher nur
wenig untersucht und zeigt zum Teil widerspriichliche Ergebnisse. So wird die Wirkung der
Barbiturate, welche zur Narkoseeinleitung verwandt werden, kontrovers diskutiert. Das
hinsichtlich der Wirkung auf Leukozyten am griindlichsten untersuchte Priparat ist
THIOPENTAL. Es wurde bereits 1934 klinisch eingefiihrt und gilt auch heute noch als das
bedeutendste Barbiturat fiir andsthesiologische Zwecke.

Cullen et al. (20) stellten in vitro eine minimal verminderte Phagozytose von Latexpartikeln
durch Monozyten, die Menschen wihrend Vollnarkosen unter Thiopentalverabreichung
entnommen wurden, fest. Salman et al. (104) dagegen beschrieben eine deutlich verminderte
Phagozytosefdhigkeit bei peritoneal migrierten Makrophagen von Ratten, die mit Thiopental
narkotisiert waren. Bei einer Ex-vivo-Untersuchung der Wasserstoffperoxydbildung durch
Alveolarmakrophagen zeigte sich bei Wilhelm et al. (126), dal Thiopental die Bildung von
Wasserstoffperoxyd hemmte. Eine dosisabhingige Hemmung der LPS-induzierten
Procoagulaseaktivitit von menschlichen Blutmonozyten in vitro unter Thiopentaleinfluf3
wurde von Chu et al. beschrieben (16). Beziiglich der Zytokinfreisetzung von menschlichen
Monozyten ergaben die Untersuchungen von Rossano et al. (103) und Brand et al. (11) eine
vermehrte Freisetzung von Zytokinen (Ausschiittung von Interleukin-1, Interleukin-6 und
Tumornekrosefaktor) bei narkotisierten Menschen, bei denen Thiopental appliziert wurde.
Heller et al. (43) zeigten in ihrer Studie iiber die Bakterienelimination nach Beimpfung von
Blut mit Escherichia Coli in vitro, daB Thiopental einen hemmenden Effekt auf den
Oxidativen Burst und die Phagozytoseaktivitidt von Monozyten hatte. Dies war jedoch nur in

hohen Konzentrationen, wie sie klinisch nicht verwandt werden, nachweisbar.

Eine Untersuchung durch Hole et al. (47) demonstrierte eine dosisabhédngige Suppression

der monozytenvermittelten Zytolyse durch Thiopental.

In der vorliegenden Studie wurde der Einflul von Thiopental auf die Chemotaxis ermittelt.
Wir konnten keinen signifikanten Effekt von Thiopental auf diese Funktion von
menschlichen Monozyten zeigen. Da die mittlere untersuchte Thiopental-Konzentration von

15 pg/ml die Blutkonzentration unmittelbar nach intravendser Applikation von 500 mg
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Thiopental reprasentiert (26), kann man aus den Ergebnissen schlieBen, dafl die Chemotaxis

durch Thiopental in andsthesiologisch relevanten Konzentrationen nicht geghemmt wird.

Das zweite zur Narkoseeinleitung hiufig verwendete Barbiturat ist METHOHEXITAL. Es
ist um das fiinffache stirker wirksam als Thiopental und besitzt eine groflere
Metabolisierungsrate, so dafl die Wirkdauer kiirzer ist (69).

Die Wirkung von Methohexital auf die Funktionsfiahigkeit von menschlichen Monozyten ist
bisher noch nicht umfassend erforscht. In der Untersuchung von Chu et al. (16) konnte bei
der Messung der durch bakterielles Endotoxin (Lipopolysaccaride von Escherichia coli
0111:B4) induzierten Procoagulaseaktivitit von menschlichen Blutmonozyten in vitro unter
Methohexitaleinflul eine dosisabhingige Hemmung gezeigt werden.

Wir konnten in unseren Untersuchungen keinen signifikanten Einflufl auf die Chemotaxis

menschlicher Blutmonozyten nachweisen.

Von den hier untersuchten Barbituraten ist also weder Thiopental noch Methohexital in der
Lage, in andsthesiologisch relevanter Konzentration die Chemotaxis menschlicher
Blutmonozyten in vitro zu beeinflussen.

Beide  Medikamente  enthielten in  ihrer = kommerziellen  Darreichungsform
Natriumcarbonat. Die niedrige Konzentration dieses Reagenz inhibierte die Chemotaxis
signifikant, wahrend die mittlere und hohe Konzentration keine signifikante Hemmung
zeigten. Als Ursache der verringerten Chemotaxis kommt eine kompetitive Hemmung bei
der Signaltransduktion bei der Interaktion des Lockstoffes mit den Oberflaichenrezeptoren
der Monozyten oder ein hemmender EinfluB auf die Ausbildung spezifischer
Membranpotentiale in Frage. DaB diese signifikante Anderung der Cheomotaxis bei
gleichzeitiger Anwesenheit der Wirkstoffe Thiopental und Methohexital nicht mehr in
Erscheinung tritt, kann auf eine membranstabilisierende Wirkung dieser Barbiturate
zuriickzufiihren sein. Eine weitere Klidrung dieser Phinomene ist mit der hier gewéhlten
Untersuchungsmethode nicht moglich, weitere Aufschliisse konnten sich mit anderen
Verfahren, wie zum Beispiel Patch-clamp-Techniken, ergeben. Die Verringerung des
Effektes von Natriumcarbonat bei Erhohung der Konzentration ist durch eine gesteigerte
Chemokinesis erkldrbar. In fritheren Publikationen (64) wurde bereits gezeigt, daf3

Natriumcarbonat einen Einflul auf die Immunantwort hat. Die Weise, in welcher dies
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geschieht, ist weiterhin ungeklart. Die Moglichkeit, dal das Anheben des pH-Wertes die

Ursache ist, konnte ausgeschlossen werden.

Wegen seines schnellen Wirkungseintritts und der kurzen Wirkungsdauer wird das zu den
Imidazolderivaten gehorende ETOMIDAT ebenfalls zur Narkoseeinleitung benutzt.

Bei Untersuchungen, die den Einfluf verschiedener intravendser Andésthetika auf die
spontane und endotoxinstimulierte Zytokin-Reaktion in Voll-Blut analysierten, konnten
Larsen et al. (68) zeigen, dall bei Monozyten Etomidat in andsthesiologisch gebréuchlichen
Konzentrationen die Freisetzung von IL1-Rezeptorantagonisten reduzierte. Unsere
Untersuchungsergebnisse iiber die Beeinflussung der Chemotaxis durch Etomitat in drei
verschiedenen Konzentrationen konnten keine signifikante Verdnderung gegeniiber den

Vergleichsuntersuchungen zeigen.

Der Vertreter der Phenzyklidinderivate, KETAMIN, hat im Gegensatz zu den bisher
diskutierten Anisthetika auch analgetische Wirkung und kann sowohl zur Narkoseeinleitung
als auch zur Unterhaltung einer Narkose eingesetzt werden.

Es wurde auch bei Ketamin eine Induktion der Ausschiittung von Interleukin-1, Interleukin-
6 und Tumornekrosefaktor bei Monozyten beobachtet (34, 92).

Li et al. (72) untersuchten die Funktion der Stickstoffmonoxyd-Synthetase (iNOS) in mit
Lipopolysaccariden behandelten Alveolarmakrophagen unter dem EinfluBl von Ketamin. Es
zeigte sich eine dosisabhdngige, signifikante Hemmung bei Konzentrationen von 1 bis 100
uM und eine vollstindige Hemmung ab 100 puM. Letztere entsprichen jedoch bereits

klinisch nicht mehr gebrduchlichen, hohen Konzentrationen.

Unsere Ergebnisse stehen im Einklang mit dieser Untersuchung und zeigen, daf3 bei einer
klinisch relevanten Konzentration von Ketamin (2,36 pg ml"') eine Suppression der

Monozytenchemotaxis beobachtet werden kann.

Ketanest”, die in unserer Studie verwandte Darreichungsform von Ketamin, enthilt das
Konservierungsmittel Benzethoniumchlorid in der Konzentration von 0,1 mg ml"'. Wir
konnten bei der separaten Untersuchung dieser Substanz eine signifikante Hemmung der

Chemotaxis von Monozyten nachweisen. Dies geschah genau in der Konzentration des
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Additivs, wie sie direkt nach klinisch gebrduchlicher Applikation der Handelssubstanz
Ketanest® im Serum auftritt (0,0236pg/ml). Dies kann eine wesentliche Rolle bei unseren
Versuchen gespielt haben.

Die seit 1960 klinisch eingesetzten Benzodiazepine werden wegen ihrer grof3en
therapeutischen Breite und der nur geringen Beeinflussung des autonomen Nervensystems
in vielen Gebieten der Medizin verwandt, so dal sie heute zu den am hiufigsten
verschriebenen Pharmaka gehoren (59). Auch in der Anédsthesie haben sich diese
Tranquillantien durch ihre muskelrelaxierende, sedativ-hypnotische, antikonvulsive und
anxiolytische Wirkung bewéhrt. Ferner dienen sie auch zur Potenzierung von Anésthetika,
z.B. Opioiden, und als Primedikationssubstanzen (69).

Benzodiazepine werden auch zur Sedation von Intensivpflegepatienten eingesetzt.

In der vorliegenden Studie wurde der EinfluB von FLUNITRAZEPAM und
MIDAZOLAM auf die Chemotaxis von menschlichen Blutmonozyten untersucht.

Lenfant et al. (71) konnten in ihren Studien den direkten Nachweis eines
Benzodiazepinrezeptors auf isolierten Makrophagen erbringen. Dies legt nahe, daf
Molekiile, die eine Affinitét fiir diesen Typ von Benzodiazepinbindungsstellen zeigen, das
Immunsystem in seiner Funktion modulieren konnen. Eine Studie, die von Zavala et al.
(131) durchgefiihrt wurde, zeigte bei mit Flunitrazepam vorbehandelte Maus-Makrophagen
eine verminderte humorale Immunantwort, wenn rote Blutzellen von Schafen hinzugefiigt
wurden. Auch gelang in dieser Studie der Nachweis einer Benzodiazepinbindung vom
peripheren Typ auf dem Makrophagen. Kerkoff et al. (57) konnten bei Untersuchungen der
Regulation des Acyl-CoA-Bindungsproteins (ACBP) und der Cholesterol-Acyltransferase

(ACAT) eine kompetetive Hemmung durch Flunitrazepam nachweisen.

In der vorliegenden Studie wurde der EinfluB von Flunitrazepam auf die Chemotaxis von
Monozyten untersucht. Eine Modulation gegeniiber den nicht exponierten Monozyten
konnte nicht nachgewiesen werden. Der in den oben genannten Studien beschriebene
Benzodiazepinrezeptor scheint also keinen relevanten Einflufl auf die Chemotaxis-Funktion
zu haben.

Das Handelsprédparat, das wir testeten, enthielt Benzylalkohol und Ethylalkohol als
Hilfsstoffe. Wiahrend sich bei Ethylalkohol keine Verdnderung der Chemotaxis zeigte,
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konnte bei Benzylalkohol eine signifikante Suppression bei niedrigen Konzentrationen
beobachtet werden. Dies ist vereinbar mit den Ergebnissen von Krumholz et al. (64), die
einen hemmenden Einflul von Benzylalkohol auf die Funktion von Granulozyten zeigten.
Als Ursache der verringerten Chemotaxis kommt auch hier, wie bei Natriumcarbonat bereits
beschrieben, ein hemmender EinfluBl auf die Ausbildung spezifischer Membranpotentiale
beziehungsweise Ionenfliisse in Frage. Haeseler et al. (38) zeigten in Thren Studien einen
hemmenden Einfluf auf die Funktion von Natriumkanélen durch Benzylalkohol in geringen
Konzentrationen. Dass dieser Effekt bei gleichzeitiger Anwesenheit von Flunitrazepam nicht

mehr auftritt kann auf eine membranstabilisierende Wirkung zuriickzufiihren sein.

Als Resultat des Ziels, ein wasserlosliches, stabiles, pharmakologisch aktives
Benzodiazepinderivat zu entwickeln, entstand MIDAZOLAM. Es unterscheidet sich von
Flunitrazepam durch seine Wasserloslichkeit und seine kiirzere Wirkdauer (69).

Beziiglich der Effekte auf die Freisetzung von Interleukin-1, Interleukin-6 und
Tumornekrosefaktor in Anwesenheit von Midazolam gibt es in der Literatur
widerspriichliche Angaben. Wéhrend Rossano et al. (103) eine Stimulation in der Sekretion
dieser Zytokine beschrieben, haben Taupin et al. (118) eine Inhibition beobachtet. Dieser
Widerspruch mag in der unterschiedlichen Methodik begriindet sein. Bei Untersuchungen,
die den EinfluB verschiedener intravenoser Andsthetika auf die spontane und
endotoxinstimulierte Zytokin-Reaktion in Voll-Blut analysierten, konnten Larsen et al. (68)
zeigen, dal Midazolam in anisthesiologisch gebrduchlichen Konzentrationen keinen
signifikanten Effekt auf diese Funktion von Monozyten hatte. Heller et al. (43) zeigten in
ihrer Studie iiber die Bakterienelimination nach Beimpfung von Blut mit Escherichia Coli in
vitro, dal Midazolam ecinen hemmenden Effekt auf den Oxidativen Burst und die
Phagozytoseaktivitit von Monozyten hatte. Dies war jedoch nur in hohen Konzentrationen,

wie sie klinisch nicht verwandt werden, nachweisbar.

In unserer Untersuchung konnte bei einer praktisch relevanten Dosis von Midazolam (0,975
ng ml™) eine signifikante Hemmung der Chemotaxis von Monozyten beobachtet werden.

Es fillt auf, da die beiden untersuchten Benzodiazepine unterschiedliche Ergebnisse
liefern. Somit liegt nahe, dal die Hemmung der Chemotaxis menschlicher Blutmonozyten

nicht an den chemisch-pharmakologischen Grundcharakter der Benzodiazepine an sich
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gekoppelt ist, sondern eine individuelle Eigenschaft der einzelnen Pharmaka ist. Welchen

Einfluf} die vorhandenen Benzodiazepinrezeptoren der Monozyten haben, ist noch zu kléren.

Die Informationen iiber den EinfluB des Butyrophenonderivates DROPERIDOL auf
Monozyten ist duBBerst sparlich. Das urspriinglich als Neuroleptikum eingesetzte Droperidol
hat jedoch im Vergleich zu anderen Neuroleptika eine relativ kurze Wirkdauer von 2-3
Stunden und kann so mit dem kurz wirkenden Opioid Fentanyl zur Neuroleptanalgesie
eingesetzt werden. Zusétzlich potenziert es die Wirkung von Analgetika (69).

Cullen et al. (20) untersuchten die Phagozytose von Latexpartikeln wéhrend Vollnarkosen
beim Menschen. Hierbei zeigte sich eine nur minimale Hemmung der Phagozytose der

Partikel von Monozyten unter dem Einfluf8 von Droperidol.

Unsere Versuche ergaben einen signifikant hemmenden EinfluB von Droperidol auf die
Chemotaxis von Monozyten in klinisch relevanten Konzentrationen. Dies war sowohl in der
mittleren Konzentration, die der Serumkonzentration nach intravendser Applikation einer zu
anésthetischen Zwecken verabreichten Dosis entsprach, als auch in der zehnfach geringeren
Konzentration der Fall. Die zehnfach hohere Konzentration zeigte keine signifikante
Hemmung der Chemotaxis. Da das in dieser Studie verwendete Handelspréparat keine
weiteren Zusatzstoffe enthilt, ist somit von einer Hemmung durch den Wirkstoff selbst
auszugehen. Der Effekt ist in allen getesteten Konzentrationen nachweisbar, in der hochsten
gerade nicht signifikant. Es ist aufgrund der substanzspezifischen Eigenschaften von
Dehydrobenzperidol, im Sinne einer Blockade von m-Cholinrezeptoren (69), auch hier von
einer kompetitiven Hemmung der Signaltransduktion oder der Bewegungsmechanismen
auszugehen. Weitere Untersuchungen konnten iliber den genauen Hemmungsmechanismus
und —ort Aufschlull geben. Eine gesteigerte Chemokinesis ldsst sich aus den hier erhobenen

Daten nicht direkt ableiten.

Opioide haben in der Anisthesiologie groBe Bedeutung. Thre wichtigsten
Anwendungsgebiete liegen im Bereich der Pradmedikation, der Supplementierung anderer
Anisthetika und der postoperativen Schmerzbekimpfung (69). Das am haufigsten
eingesetzte Opioid ist derzeit das synthetisch hergestellte FENTANYL.
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Makrophagen, die hohen Fentanylkonzentrationen  ausgesetzt waren, zeigten eine
verminderte Chemokinesis sowie eine bis 4-fach verlangsamte Chemotaxis. Im Bereich
klinisch relevanter Konzentrationen war dieser Effekt nicht mehr nachweisbar (115). Die
Zellen wurden hier von Patienten, die sich kurz zuvor einer Coronaren-Bypass-Operation
unterzogen hatten, gewonnen. Daher sind die Ergebnisse nicht direkt auf gesunde Menschen
ibertragbar.

Larsen et al. (68) zeigten in Studien, die den Einflu} verschiedener intravendser Andsthetika
auf die spontane und endotoxinstimulierte Zytokin-Reaktion in Voll-Blut untersuchten, daf3
Fentanyl in andsthesiologisch gebrduchlichen Konzentrationen keinen signifikanten Effekt
auf diese Funktion von Monozyten hatte. Durch Fentanyl wird jedoch die Anzahl der im
peripheren Blut nachweisbaren Monozyten reduziert. Gemessen wurde dies aber wahrend
Narkosen in Kombination mit Thiopental, Isofluran und Lachgas. Die Studie besitzt daher
nur eine begrenzte Aussagefdhigkeit (11). Ein Einflufl auf die Phagozytosefdhigkeit von
Monozyten durch Fentanyl ist nicht nachweisbar (20).

In unserer Studie zeigte sich, dal Fentanyl keinen statistisch relevanten Effekt auf die
Chemotaxis von Monozyten hatte. Dieses Ergebnis deckt sich mit den Beobachtungen von
Hole et al. (47), die keinen Einflufl auf die monozyteninduzierte Zytolyse durch Fentanyl

beobachteten.

PROPOFOL ist ein barbituratfreies intravendses Hypnotikum mit schnellem
Wirkungseintritt und kurzer Wirkdauer. Es wird daher im klinischen Gebrauch zur
Narkoseeinleitung und Narkoseunterhaltung genutzt (69).

In einer Studie von Kotani et al. (61) zeigte sich keine vermehrte Expression von Genen
proinflamatorischer Zytokine (Interleukin-1 beta, Interleukin-6 und Interleukin-8) durch
Alveolarmakrophagen unter Einflul von Propofol. Jedoch beziiglich der Zytokinfreisetzung
von menschlichen Monozyten ergaben die Untersuchungen von Rossano et al. (103) und
Brand et al. (11) eine vermehrte Freisetzung von Zytokinen (Interferon y, Interleukin 1 o,
Interleukin 4 und Tumornekrosefaktor) bei klinisch relevanten Konzentrationen von
Propofol.

Bei Untersuchungen, die den EinfluB verschiedener intravendser Anisthetika auf die
spontane und endotoxinstimulierte Zytokin-Reaktion in Voll-Blut analysierten, konnten

Larsen et al. (68) zeigen, da3 bei Monozyten Propofol in andsthesiologisch gebrdauchlichen
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Konzentrationen die Freisetzung von IL1-Rezeptorantagonisten reduzierte und simultan die
Interleukin-10 Konzentration steigen lieB3. Heller et al. (43) zeigten in ihrer Studie iiber die
Bakterienelimination nach Beimpfung von Blut mit Escherichia Coli in vitro, dal Propofol
einen hemmenden Effekt auf den Oxidativen Burst und die Phagozytoseaktivitit von
Monozyten hatte. Dies war jedoch nur in hohen Konzentrationen, wie sie klinisch nicht

verwandt werden, nachweisbar.

In unserer Studie konnte bei Propofol in allen getesteten Konzentrationen keine Modulation
der Chemotaxis nachgewiesen werden. Auch die separate Untersuchung des Hilfstoffes
Intralipid, welcher zu 10% in der Suspension des untersuchten Handelsprédparates
vorhanden ist, zeigte keine signifikante Beeinflussung der Chemotaxis von Monozyten.
Hingegen ist bekannt, dal Propofol einen stimulierenden Effekt auf die Ausschiittung von

Zytokinen besitzt (35).

Die zum Teil widerspriichlichen Ergebnisse verschiedener Autoren zu den einzelnen
Andisthetika lassen sich durch methodische Unterschiede erkldren. So haben einige Autoren
Inkubationszeiten des Anésthetikums mit den Zellen verwendet, die die klinisch
bedeutsamen Zeiten um ein Vielfaches iiberschreiten. Andere Autoren arbeiteten nur mit

andsthesiologisch irrelevant hohen Konzentrationen.

Bedeutsam ist die signifikante Suppression der Chemotaxis von Monozyten unter Einfluf3
von Ketamin, Midazolam und Droperidol in klinisch relevanten Serumkonzentrationen.
Dall bei hohen Konzentrationen die gemessene Chemotaxisrate sich wieder scheinbar
normalisierte, kann moglicherweise mit der vermehrten Zytokinfreisetzung durch die
Monozyten selbst erkldrt werden. Eine dadurch resultierende Erhohung der Chemokinesis
konnte die verdnderte Chemotaxis iiberdecken. Dieses 148t sich jedoch mit den bisherigen
Methoden zur Quantifizierung der Chemotaxis mit Membranfiltern nicht unterbinden. Ein
Modellversuch, bei dem dies trennbar wire, und eine Untersuchung beziiglich der
Chemokinesisrate konnten hier Kldrung schaffen. Somit ist davon auszugehen, dafl Ketamin,
Midazolam und Droperidol moglicherweise in der Lage sind, das im Rahmen von
Operationen auftretende Infektionsrisiko zu erhohen. Falls entsprechende klinische

Untersuchungen diese Ergebnisse bestétigen sollten, wire es ratsam, den Einsatz dieser
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Medikamente in erste Linie bei Patienten mit manifesten bakteriellen Infektionen neu zu
iiberdenken.

Ferner stellt die Chemotaxis von Monozyten nur einen Teilaspekt der Immunantwort auf
eingedrungene Krankheitserreger dar, so dal nicht ohne weiteres auf eine Beeintrdchtigung

der gesamten Immunitétslage geschlossen werden kann.
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6. Zusammenfassung

Seit iiber einhundert Jahren ist bekannt, da3 verschiedene Anisthetika in der Lage sind, die
korpereigenen Abwehrkrifte herabzusetzen. Eine der ersten Verteidigungsreihen bei der
Abwehr eingedrungener Mikroorganismen stellen die Monozyten dar. Sie bilden zusammen
mit den von ihnen abstammenden Makrophagen das Mononucledre-Phagozytische-System.
Eine Schliisselfunktion der Monozyten ist dabei die Chemotaxis, welche die Zellen beféhigt,
sich selbststindig und zielgerichtet zu infizierten Gewebsanteilen fortzubewegen. In der
vorliegenden Studie wurde der EinfluB folgender intravendser Andsthetika auf die

Chemotaxis menschlicher Blutmonozyten in vitro untersucht:

Barbiturate: -Thiopental
-Methohexital
Imidazolderivate: -Etomidat
Phenzyklidinderivate: -Ketamin
Benzodiazepine: -Flunitrazepam
-Midazolam
Butyrophenone: -Droperidol
Opioide: -Fentanyl
Alkylphenolderivate: -Propofol

Die Bestimmung der Chemotaxis von Monozyten wurde nach der von Martinet et al. (78)
beschriebenen Methode mit geringfligiger Modifikation durchgefiihrt. Aus dem Blut
gesunder Probanden wurden Monozyten isoliert. In einer Micro-Chemotaxiskammer mit 48
MeBpliatzen wurde die Chemotaxis dieser Zellen durch ein Polycarbonatfilter mit 5 um
Porengrofle ermittelt. Als chemotaktisch aktiver Lockstoff diente N-Formyl-methionyl-
leucyl-phenylalanin. Von jedem Anisthetikum wurden drei verschiedene Konzentrationen
in jeweils 10 Versuchen untersucht. Die mittlere Konzentration entsprach jeweils der,
welche unmittelbar nach i.v.-Applikation der anisthesiologisch iiblichen Dosis im
Blutserum auftritt. Die hohe und niedrige Konzentration waren jeweils um den Faktor 10
groBler bzw. kleiner. Die Inkubationszeit der Monozyten mit dem Andsthetikum betrug 90

min.
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In dieser Studie hatten die Barbiturate Thiopental und Methohexital keinen relevanten
Effekt auf die Chemotaxis von Monozyten. Beide Medikamente enthielten in ihrer
kommerziellen Darreichungsform Natriumcarbonat. Niedrige Konzentrationen (0,09 pg ml
") dieses Reagenz inhibierten die Chemotaxis signifikant. Bei Etomidat, Propofol sowie dem
Hilfsstoff Intralipid konnte keine signifikante Beeinflussung der Chemotaxis von
Monozyten gezeigt werden.

Ketamin supprimierte bei klinisch relevanten Konzentrationen die Monozytenchemotaxis.
Die Versuche zeigten ferner, da3 der Konservierungstoff Benzethoniumchlorid selbst einen
inhibierenden Effekt auf die Chemotaxtis hatte. Dies kann eine wesentliche Rolle bei
unseren Versuchen gespielt haben. In unserer Untersuchung konnte bei einer
anisthesiologisch relevanten Dosis von Midazolam (0.975 pg ml™') eine signifikante
Hemmung der Chemotaxis beobachtet werden.

Es wurde gezeigt, dal Flunitrazepam keinen Einflul auf die Chemotaxis von Monozyten
hatte. Das Handelspriparat, welches wir testeten, enthielt Benzylalkohol und Ethylalkohol
als Hilfsstoffe. Wahrend sich bei Ethylalkohol keine Verdnderung der Chemotaxis zeigte,
konnte bei Benzylalkohol eine signifikante Suppression bei niedriger Konzentration
beobachtet werden. Es zeigte sich, dall Fentanyl keinen statistisch relevanten Effekt auf die
Chemotaxis von Monozyten hatte. Eine signifikante Suppression der Chemotaxis durch
Droperidol zeigte sich in klinisch relevanten Konzentrationen.

Somit sind Ketamin, Midazolam und Droperidol mdglicherweise in der Lage, perioperative
Infektionen zu beglinstigen. Ein endgiiltiger Beweis ist jedoch nur durch eine klinische

Studie mdglich.
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Summary

For more than one hundred years, it has been known that divers anaesthetics are able to
reduce human immune competence. One of the first lines of defence in combat of
microorganisms are represented by monocytes. Together with the macrophages derived from
them, they constitute the mononuclear-phagocytic-system”. A key function of monocytes is
chemotaxis which enables cells to move autonomously to infected tissues. In the present
study the influence of the following intravenous anaesthetics was tested on chemotaxis of

human blood monocytes in vitro:

Barbiturates: - thiopentone

- methohexitone
Imidazolderivates: - etomidate
Phencyclidinderivates: - ketamine
Benzodiazepines: - flunitrazepam

- midazolam
Butyrophenones: - droperidol
Opiates - fentanyl
Alkylphenolderivates: - propofol

The evaluation of chemotaxis of monocytes was performed using a method described by
Martinet et al (78) with slight modification. From the blood samples of healthy male
volunteers, monocytes were isolated. In a microchemotaxis chamber with 48 measuring-
wells, chemotaxis was examined using a filter of polycarbonate with Sum pore size.
Chemotactically attractant agent was N-Formyl-methionyl-leucyl-phenylalanin. For each
anaesthetic, three different concentrations were tested in 10 trials for each. The medium
concentration was equivalent to that achieved by i.v. application in the aneasthesiologically
used dose in serum. The greater or lower concentration was 10 times greater or smaller. The

incubation time of the anaesthetic was 90 min.
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In this study, thiopentone and methohexitone had no relevant effect on chemotaxis of
monocytes. Both drugs contained sodiumcarbonate in their commercially available
application form. Lower concentration of this substance (0.09 pg ml™") inhibited chemotaxis
significantly.

For etomidate, propofol, as well as for the aiding substance intralipid, no significant effect
on chemotaxis of monocytes could be shown. Ketamin suppressed chemotaxis of monocytes
in clinically relevant concentrations. Our trials showed in adition to that
benzethoniumchlorid itself, which is used for conservation, has an inhibiting effect on
chemotaxis. This may have played a relevant role in our tests. Furthermore, an inhibition on
chemotaxis could be shown for the aneasthesiologically relevant dose of midazolam

(0,975 pg ml™).

Flunitrazepam, on the contrary, does not exert an effect on chemotaxis of monocytes.

The drug we tested contained benzylalcohol and ethylalcohol as aiding agents. Whereas no
difference was observed for ethylalcohol, for benzylalcohol a significant suppression could
be seen in low concentrations. Fentanyl does not change chemotaxis significantly.
Droperidol suppressed chemotaxis significantly in clinically relevant concentrations.

This gives reason for the hypothesis that ketamine, midazolam and droperidol impair the
immunological system in vivo and facilitate postoperative infections. To prove this, clinical

trials are necessary.
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9. Anhang

9.1 Tabellen
Tabelle 1

Der Einflu3 verschiedener Konzentrationen von Thiopental, Methohexital und
Natriumcarbonat auf die Chemotaxis von Monozyten in vitro

(Anzahl der Monozyten pro 5 mikroskopische Felder, n=10, Median + Standardfehler des
Medians, Standardabweichung). *P< 0.05

Median Standardabweichung

Kontrolle 269 + 34 104

Thiopental 1.5 pg ml™ 194 + 16 52

Thiopental 15 pg ml™ 189 + 19 39

Thiopental 150 pg ml™ 219+ 26 56

Methohexital 1.7 pg ml™ 202t6 47

Methohexital 17 pg ml™ 216 £ 20 56

Methohexital 170 pg ml™ 195 +22 45

Natriumkarbonat 0.09 pg ml” 140 + 8 20 *
Natriumkarbonat 0.9 pg ml™ 184 + 11 45

Natriumkarbonat 9 pg ml™ 231130 58
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Tabelle 2

Der Einfluf} verschiedener Konzentrationen von Propofol, Etomidat und Intralipid 10 %
auf die Chemotaxis von Monozyten in vitro

(Anzahl der Monozyten pro 5 mikroskopische Felder, n=10, Median + Standardfehler des
Medians, Standardabweichung).

Median Standardabweichung
Kontrolle 355 +£31 76
Propofol 0.5 pg ml™ 342 + 41 92
Propofol 5 pg ml’! 341 +£25 57
Propofol 50 pg ml™ 258 £ 22 92
Etomidat 0.032 pg ml™ 326+ 19 74
Etomidat 0.32 pg ml” 346 +27 68
Etomidat 3.2 pg ml™ 312+ 63 118
Kontrolle 303 £47 93
Intralipid 10 % 0.0495 pg ml’ 268 +25 51
Intralipid 10 % 0,495 pg ml™ 304 +24 74

Intralipid 10 % 4.95 pg ml™ 255 + 24 76
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Tabelle 3

Der Einfluf verschiedener Konzentrationen von Ketamin und des Zusatzstoffes
Benzethoniumchlorid auf die Chemotaxis von Monozyten in vitro

(Anzahl der Monozyten pro 5 mikroskopische Felder, n=10, Median + Standardfehler des
Medians, Standardabweichung). *P< 0.05

Median Standardabweichung
Kontrolle 263 + 29 76
Ketamin 0.236 pg ml™ 224 +13 42
Ketamin 2.36 pg ml”! 197 + 36 80  *
Ketamin 23.6 pg ml™ 214 £ 19 41
Benzethoniumchlorid 0.00236 pg ml™” 207 £ 22 62
Benzethoniumchlorid 0.0236 pg ml™ 164 £26 60 *

Benzethoniumchlorid 0.236 pg ml™ 238 +45 89
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Tabelle 4

Der Einfluf} verschiedener Konzentrationen von Midazolam auf die Chemotaxis von
Monozyten in vitro

(Anzahl der Monozyten pro 5 mikroskopische Felder, n=10, Median + Standardfehler des
Medians, Standardabweichung). *P < 0.05

Median Standardabweichung
Kontrolle 263 +29 76
Midazolam 0.0975 pg ml™ 205+ 16 57
Midazolam 0.975 pg ml™” 166 + 31 71 %

Midazolam 9.75 pg ml™ 225+ 12 51
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Tabelle 5

Der EinfluB3 verschiedener Konzentrationen von Flunitrazepam und der Additive
Benzylalkohol and Ethylalkohol auf die Chemotaxis von Monozyten in vitro

(Anzahl der Monozyten pro 5 mikroskopische Felder, n=10, Median * Standardfehler des
Medians, Standardabweichung). *P< 0.05

Median Standardabweichung
Kontrolle 303 + 47 93
Flunitrazepam 0.004 pg ml™ 309+ 15 67
Flunitrazepam 0.04 pg ml™ 301 £ 15 39
Flunitrazepam 0.4 pg ml’! 317 £39 80
Benzylalkohol 0.06 pg ml™! 199 + 12 37 %
Benzylalkohol 0.6 pg ml™ 322+ 11 48
Benzylalkohol 6.0 ug ml™ 276 £ 26 65
Ethylalkohol 0.0004 pl ml™ 320+ 21 51
Ethylalkohol 0.004 ul ml™ 364 £ 20 59

Ethylalkohol 0.04 pl ml™ 330+ 16 66
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Tabelle 6

Der Einflu3 verschiedener Konzentrationen von Fentanyl auf die Chemotaxis von

Monozyten in vitro.

(Anzahl der Monozyten pro 5 mikroskopische Felder, n=10, Median * Standardfehler des

Medians, Standardabweichung).

Median
Kontrolle 355 +£31
Fentanyl 0.0035 pg ml™ 356 + 23
Fentanyl 0.035 pg ml™ 331+ 11

Fentanyl 0.35 pg ml™ 342 £ 41
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Standardabweichung
76
69
57
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Tabelle 7

Der Einflu3 verschiedener Konzentrationen von Droperidol auf die Chemotaxis von

Monozyten in vitro

(Anzahl der Monozyten pro 5 mikroskopische Felder, n=10, Median * Standardfehler des

Medians, Standardabweichung). *P <0.05

Median
Kontrolle 263 + 29
Droperidol 0.1235 pg ml™ 185+ 19
Droperidol 1.235 pg ml™ 186 + 22

Droperidol 12.35 pug ml™ 198 + 46
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Standardabweichung
76

45 *

61 *
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9.2 Rohdaten

Auswertung Chemotaxisversuch 11
Namenskiirzel: BK
Zellen pro 5 High-Power-Field
Objekttrager| Spot A B C D
1 208 171 198 157
I 2 238 104 186 406
3 134 109 138 271
4 136 30 138 346
Il 5 126 80 209 158
6 233 114 186 129
7 41 111 214 272
1] 8 233 223 411 313
9 209 203 260 385
10 162 208 236 298
v 11 201 35 217 99
12 168 131 255 321
Auswertung Chemotaxisversuch 1/2
Namensktirzel: BK
Zellen pro 5 High-Power-Field
Objekttrager| Spot A B C D
1 363 223 205 469
I 2 253 400 486 390
3 236 280 49 406
4 318 354 436 293
Il 5 401 379 237 202
6 261 390 359 213
7 589 436 251 179
1] 8 521 470 339 284
9 413 303 370 227
10 550 359 603 76
v 11 503 354 423 399
12 474 499 286 392
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Auswertung Chemotaxisversuch 2/1
Namenskiirzel: CF
Zellen pro 5 High-Power-Field
Objekttrager] Spot A B C D
1 318 150 418 346
I 2 257 223 257 177
3 215 107 42 305
4 356 290 207 237
Il 5 269 24 257 329
6 232 179 173 137
7 323 150 189 123
1] 8 81 253 109 173
9 190 125 133 177
10 198 130 147 285
v 11 185 104 190 343
12 236 160 213 309
Auswertung Chemotaxisversuch 2/2
Namensklirzel: CF
Zellen pro 5 High-Power-Field
Objekttrager| Spot A B C D
1 340 355 361 306
I 2 431 265 220 227
3 269 343 62 252
4 215 312 326 349
Il 5 380 433 417 233
6 395 431 418 300
7 491 608 394 264
1] 8 421 380 295 286
9 471 397 360 60
10 225 266 390 28
v 11 211 404 297 347
12 242 271 365 347
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Auswertung Chemotaxisversuch

31

Namensklirzel: AR

Zellen pro 5 High-Power-Field

Objekttrager] Spot A B C D
1 180 171 125 188
I 2 293 140 214 248
3 318 56 45 300
4 236 298 239 366
Il 5 284 287 122 227
6 268 232 282 262
7 199 172 304 252
1] 8 220 129 191 220
9 146 77 179 208
10 92 229 172 286
v 11 139 146 282 396
12 208 178 282 506
Auswertung Chemotaxisversuch 312
Namenskiirzel: AR
Zellen pro 5 High-Power-Field
Objekttrager| Spot A B C D
1 288 170 319 375
I 2 367 326 324 341
3 385 351 105 458
4 304 240 398 383
Il 5 291 254 346 351
6 272 272 268 190
7 285 286 290 170
1] 8 355 343 241 287
9 265 264 331 138
10 289 336 380 37
v 11 276 305 566 515
12 287 327 476 482
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Auswertung Chemotaxisversuch 4/1
Namenskiirzel: ME
Zellen pro 5 High-Power-Field
Objekttrager] Spot A B C D
1 216 281 210 405
I 2 104 222 276 473
3 303 136 30 285
4 136 123 165 273
Il 5 185 166 348 419
6 159 156 340 381
7 291 288 194 153
1] 8 202 234 225 177
9 237 229 282 214
10 43 28 191 178
v 11 216 335 158 311
12 258 218 226 302
Auswertung Chemotaxisversuch 4/2
Namenskiirzel: ME
Zellen pro 5 High-Power-Field
Objekttrager| Spot A B C D
1 374 321 373 399
I 2 428 214 282 250
3 361 387 64 180
4 414 382 394 171
Il 5 358 346 334 137
6 322 365 267 294
7 110 252 262 57
1] 8 389 326 320 42
9 440 335 305 36
10 271 283 411 26
v 11 324 284 188 233
12 305 423 293 263
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Auswertung Chemotaxisversuch

5/1

Namenskiirzel: SK

Zellen pro 5 High-Power-Field

Objekttrager] Spot A B C D

1 262 185 241 196

I 2 169 232 84 209

3 154 294 45 271

4 189 89 238 209

Il 5 239 188 217 182

6 145 274 169 336

7 328 174 246 209

1] 8 234 143 160 119

9 315 225 227 154

10 307 354 341 248

v 11 265 285 295 344

12 274 210 268 360

Auswertung Chemotaxisversuch 5/2
Namensklirzel: SK
Zellen pro 5 High-Power-Field

Objekttrager| Spot A B C D

1 203 213 236 220

I 2 227 303 50 173

3 322 280 52 211

4 351 258 325 258

Il 5 297 389 382 346

6 470 359 426 336

7 534 392 501 310

1] 8 486 425 456 282

9 414 368 442 20

10 377 288 367 26

v 11 425 233 374 341

12 378 398 440 385

123



Auswertung Chemotaxisversuch 6/1
Namenskiirzel: KR
Zellen pro 5 High-Power-Field
Objekttrager] Spot A B C D
1 122 251 257 349
I 2 245 181 194 673
3 319 258 37 320
4 207 169 241 339
Il 5 214 172 172 412
6 185 242 171 249
7 213 186 154 257
1] 8 274 119 227 146
9 329 178 123 233
10 273 188 214 254
v 11 188 231 162 201
12 247 236 211 221
Auswertung Chemotaxisversuch 6/2
Namenskiirzel: KR
Zellen pro 5 High-Power-Field
Objekttrager| Spot A B C D
1 418 307 207 289
I 2 425 305 246 274
3 153 182 64 386
4 152 243 311 424
Il 5 252 236 321 354
6 93 400 186 214
7 335 331 421 316
1] 8 246 359 258 289
9 274 354 361 20
10 232 372 298 34
v 11 181 430 556 312
12 309 429 404 371
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Auswertung Chemotaxisversuch 71
Namenskiirzel: AM
Zellen pro 5 High-Power-Field
Objekttrager] Spot A B C D
1 165 158 234 314
I 2 124 119 159 358
3 107 33 58 270
4 146 282 256 175
Il 5 106 213 290 166
6 189 216 136 135
7 138 18 115 96
1] 8 90 82 83 119
9 102 116 155 181
10 168 97 229 153
v 11 188 185 137 213
12 164 132 157 233
Auswertung Chemotaxisversuch 712
Namenskiirzel: AM
Zellen pro 5 High-Power-Field
Objekttrager| Spot A B C D
1 335 345 301 287
I 2 419 266 285 185
3 259 261 98 197
4 367 404 367 383
Il 5 374 361 389 256
6 290 305 358 269
7 571 464 479 317
1] 8 449 324 420 410
9 550 459 433 32
10 461 523 299 28
v 11 293 415 500 472
12 239 393 366 347
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Auswertung Chemotaxisversuch

81

Namenskiirzel: DR

Zellen pro 5 High-Power-Field

Objekttrager] Spot A B C D
1 160 195 164 259
I 2 164 188 216 263
3 258 193 54 271
4 207 257 251 176
Il 5 158 289 271 110
6 148 180 185 151
7 221 153 191 238
1] 8 260 179 201 195
9 169 223 198 144
10 238 177 158 71
v 11 180 265 192 263
12 200 228 283 230
Auswertung Chemotaxisversuch 8/2
Namenskiirzel: DR
Zellen pro 5 High-Power-Field
Objekttrager| Spot A B C D
1 218 252 334 464
I 2 184 341 386 466
3 140 338 67 356
4 410 336 282 332
Il 5 196 311 342 368
6 382 187 282 238
7 199 302 337 222
1] 8 314 278 288 162
9 241 307 283 15
10 242 252 230 11
v 11 254 322 254 331
12 219 270 364 272

126



Auswertung Chemotaxisversuch 9/1
Namenskiirzel: CN
Zellen pro 5 High-Power-Field
Objekttrager] Spot A B C D
1 217 238 233 222
I 2 288 107 209 331
3 241 212 32 225
4 315 180 209 154
Il 5 293 254 173 338
6 218 212 234 276
7 229 247 190 39
1] 8 265 278 224 163
9 273 195 191 137
10 328 183 222 194
v 11 335 267 243 256
12 250 251 181 303
Auswertung Chemotaxisversuch 9/2
Namensklirzel: CN
Zellen pro 5 High-Power-Field
Objekttrager| Spot A B C D
1 226 212 396 479
I 2 274 289 334 421
3 270 330 44 244
4 279 397 205 371
Il 5 286 385 318 289
6 372 426 329 321
7 331 368 277 35
1] 8 279 317 228 35
9 325 303 288 6
10 348 369 225 11
v 11 180 266 292 201
12 322 294 286 324
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Auswertung Chemotaxisversuch 10/1
Namenskiirzel: TW
Zellen pro 5 High-Power-Field
Objekttrager] Spot A B C D
1 385 196 145 133
I 2 240 247 179 243
3 196 135 36 78
4 264 182 200 75
Il 5 239 203 227 115
6 221 233 157 238
7 172 321 223 171
1] 8 244 265 274 81
9 285 291 225 165
10 152 268 275 263
v 11 172 313 239 237
12 334 352 233 241
Auswertung Chemotaxisversuch 10/2
Namenskiirzel: TW
Zellen pro 5 High-Power-Field
Objekttrager| Spot A B C D
1 308 448 286 291
I 2 207 312 307 271
3 229 356 58 256
4 260 258 351 275
Il 5 251 365 408 226
6 213 414 282 119
7 287 317 319 63
1] 8 295 377 397 41
9 313 437 334 6
10 124 258 250 11
v 11 183 262 317 382
12 158 269 241 464
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