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1 Einleitung

1 Einleitung
1.1 Stickstoffmonoxid
111 Allgemeines zu Stickstoffmonoxid

Schon im 19. Jahrhundert fanden organische Nitrate zur Therapie
pectangindser Beschwerden Anwendung (Brunton, 1867). Die Wirksamkeit
beruht auf der Fahigkeit von Endothelzellen, organische Nitrate in NO
umzuwandeln (Feelisch und Kelm, 1991), welches wiederum lber den second
messenger cGMP  (zyklisches  3":5"Guanosinmonophosphat)  seine
vasodilatatorische  Wirkung entfaltet (Gruetter et al., 1979). Die
Kalziumkonzentration in GefaBmuskelzellen wird cGMP-vermittelt reduziert und
die leichten Myosinketten werden dephosphoryliert. Diese Mechanismen
bedingen eine Relaxation der glatten Gefal3muskulatur, schlussendlich stellt
sich eine Vasodilatation ein (Rapoport und Murad, 1983; Rapoport et al., 1983).
Versuche an der isolierten Kaninchenaorta durch FURCHGOTT und ZAWAZKI
belegten, dass Acetylcholin nur in Gefal3segmenten mit intaktem Endothel eine
Relaxation hervorrief. Daraufhin wurde die Existenz eines ,endothelium-derived
relaxing factor* (EDRF) postuliert (Furchgott und Zawazki, 1980). Den Beweis
lieferte PALMER 1987, dass es sich bei ERDF um das freie Radikal NO handelt
(Palmer et al., 1987). Durch die NADPH-abhangige konstitutive NO-Synthase,
wird endogen NO von der terminalen Guanidinogruppe aus L-Arginin
abgespalten und auf bestimmte Reize hin in den Extrazellularraum freigesetzt.
AnschlieBend erreicht es die Gefal3muskelzelle via Diffusion oder wird von
Blutzellen aufgenommen (Palmer et al, 1988). Wahrend NO in
GefalBmuskelzellen eine Relaxation hervorruft, werden Aggregation und
Adhasion der Thrombozyten reduziert (Radomski et al., 1987), u.a. Uber eine
verminderte Expression verschiedener thrombozytarer Oberflachenrezeptoren
(Leube, 1996).
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Figure 1. Regulation of the Relaxation of Vascular Smooth Muscle by Nitric Oxide.

Mitric oxide activates soluble guanylyl cyclase, leading to the activation of cyclic guanosine 3, 5 -monophosphate
[cGMP)—dependent protein kinase (cGEl). In turn, cGK] decreases the sensitivity of myosin to calcium-induced con-
traction and lowers the intracellular calcium concentration by activating calcium-sensitive potassium channels and
inhibiting the release of calcium from the sarcoplasmic reticulum. cGMP is degraded by phosphodiesterase type 5,
which is inhibited by sildenafil and zaprinast. GTP denotes guanosine triphosphate.

Abbildung 1: NO-Wirkung an der glatten GefalBmuskelz  elle (Griffiths und Evans, 2005)

1.1.2 NO-Inhalationstherapie

Nach herzchirurgischen Eingriffen unter Einsatz der Herz-Lungen-Maschine
(HLM) stellt sich bei Sauglingen und Kindern haufig, im Rahmen der
Ubersteigerten proinflammatorischen Antwort, eine endotheliale Dysfunktion ein,
welche urséchlich ist fir die reduzierte Freisetzung von NO aus dem Endothel,
und die sich mitunter als pulmonale Hypertonie manifestiert (Wessel et al.,
1993, Miller et al.,, 2000). Nicht selten kommt es nach Korrektur von
angeborenen Herzfehlern mit links-rechts-Shunt zu einer pulmonalarteriellen —
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hypertensiven Krise mit starkem Anstieg des pulmonalarteriellen Druckes (PAP)
und reduzierter arterieller Sauerstoffsattigung, welche trotz aggressiver
Therapie inklusive Hyperventilation, Hyperoxygenation, tiefer Analgosedierung,
Muskelrelaxation und intravendser Gabe von Vasodilatatoren, eine
lebensbedrohliche Situation darstellt (Hopkins et al., 1991). Aufgrund einer
moglichen systemischen Hypotonie ist die Anwendung intravendser
Vasodilatatoren begrenzt. Hyperventilation und Hyperoxygenation sind wegen
der negativen Auswirkungen hoher Sauerstoffkonzentrationen auf die Lunge
und niedriger Kohlendioxid-Konzentrationen auf die zerebrale Durchblutung
nicht ohne Schwierigkeiten anzuwenden (Breuer et al., 1995b).

Vor diesem Hintergrund scheint eine hochselektive Senkung des PAP mittels
inhalativen Stickstoffmonoxids, das ,Mittel der Wahl* darzustellen, zumal sich
dessen Effizienz in zahlreichen Studien, u.a. bei ,acute respiratory distress
syndrome“ (ARDS) bei Erwachsenen, bei persistierender pulmonalen
Hypertonie des Neugeborenen (PPHN) und bei postoperativer Behandlung bei
kadiopulmonalen Fehlbildungen im Kindesalter beweisen liel3 (Pepke-Zaba et
al., 1991; Roberts et al., 1992; Haydar et al., 1992; Rossaint et al., 1993).

Der Vorteil von NO besteht in der lokalen Wirkung, da es nach Diffusion durch
die Alveolarwand in der Blutbahn in den Erythrozyten an das H&moglobin
gebunden wird. Somit kommt es zu keiner signifikanten systemischen NO-
Konzentration, weshalb der systemarterielle Blutdruck unverandert bleibt oder
sogar leicht ansteigt (Breuer et al., 1995a). Uber die Vasodilatation der
Lungenstrombahn ergeben sich eine Nachlastsenkung des rechten Ventrikels
und eine Vorlaststeigerung des linken Ventrikels mit konsekutiver
Verbesserung des Herzzeitvolumens. Da ferner eine deutliche Verbesserung
der arteriellen Sauerstoffsattigung (SaO,) und eine Reduktion des arteriellen
Kohlendioxidpartialdrucks beobachtet werden kann, wird eine Normoventilation
ermdglicht (Breuer et al., 1995b; Journois et al., 1994). Ursachlich fur die
Verbesserung des Gasaustauschs ist eine Normalisierung des postoperativ
gestorten Ventilations-Perfusionsverhaltnisses, da das inhalierte NO nur in
ventilierte Lungenabschnitte gelangt, und somit nur die zugehorigen

PulmonalgefalRe erweitert werden (Rossaint et al., 1992; Kinsella et al., 1992).
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Kritisch hinterfragt und weiter untersucht werden missen Effekte des
Oxidationsproduktes  Stickstoffdioxid, = sowie  Auswirkungen  erhdhter
Meth&moglobin- und Nitratkonzentrationen im Blut, ebenso wie die mogliche
Beeinflussung der Thrombo- und Leukozyten durch NO (Laguenie et al. 1993;
Young et al., 1996; Radomski et al., 1987; Moilanen et al.,, 1993).
Leukozytenoberflachenantigene zeigen unter klinisch angewandten NO-
Inhalationsdosen keine signifikanten Veradnderungen. Daher ist bei der
therapeutischen Anwendung nicht von einer Beeintrachtigung der
Leukozytenadhasion auszugehen (Knies, 1999). Wenig Daten existieren Uber
die Auswirkungen einer NO-Inhalationstherapie auf die Zytokinsekretion

(Opdahl et al., 2000) und die Immunkompetenz.

1.2 Die Systemische Entziindungsreaktion als Folge
herzchirurgischer  Eingriffe  unter  Verwendung  der

extrakorporalen Zirkulation,

1.2.1 Allgemeines zur Systemischen Entziindungsreaktio n - Pro-

und Antiinflammation

Die operative Korrektur angeborener Herzfehler stellt in den Industrielandern
heute nahezu ein Routineverfahren mit niedriger Mortalitat (< 5%) dar (Stark et
al., 2000). Trotzdem bedeutet sie weiterhin ein substantielles Trauma flur das
Immunsystem als Konsequenz aus mechanischem Gewebeschaden,
Anésthesie, Medikation und individueller Pradisposition, welches in 1-2% der
Falle mit einer signifikanten Morbiditat einhergeht, die in 50-70% der Falle letal
enden kann (Hall et al.,, 1997). Postoperativ haben die meisten Patienten
Organfehlfunktionen geringeren Ausmales.

Herzchirurgische Operationen machen oft den Einsatz der Herz-Lungen-
Maschine (HLM) zur Oxygenierung, Blutzirkulation, Korperkiuhlung und
Wiedererwarmung notwendig, wobei es zum intensiven Kontakt des Blutes mit

unphysiologischen Oberflachen des extrakorporalen Kreislaufes kommt.
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Dadurch werden verschiedene Plasma-Protein-Systeme aktiviert, u.a.
extrinsische und intrinsische  Gerinnung, Fibrinolyse und das
Komplementsystem (Edmunds, 1998), hier insbesondere der alternative Weg
(Tarnok und Emmrich, 2003). Zusatzlich kommt es zur Aktivierung von
Endothelzellen, Lymphozyten, Monozyten, neutrophiler Granulozyten sowie
Thrombozyten, woraus die Freisetzung der proinflammatorischen Zytokine
TNF-alpha, IL-1, IL-6 und IL-8 resultiert (Wan et al., 1997).

Als Folge dieser Vorgdnge wird im Organismus héufig ein sog. ,systemic
inflammatory response syndrome* (SIRS) ausgeldst, welches sich klinisch
durch Ergusse in Perikard, Pleura und Abdomen sowie Splenomegalie bis hin
zu generalisierten Odemen, durch ein ,acute respiratory distress syndrome*
(ARDS) und ein Multiorganversagen auf3ern kann (Bocsi et al., 2006).

Als weitere SIRS auslésende Mechanismen werden in Zusammenhang mit der
HLM, die Entwicklung einer Ischdmie, Reperfusionsschdden und das
Vorhandensein einer Endotoxamie in der Literatur erwahnt (Hall et al., 1997).
Zytokine spielen dabei die Rolle der Botenstoffe des Entziindungsgeschehens.
Den proinflammatorischen Zytokinen steht ein komplexes System an Inhibitoren
gegeniber, bestehend u.a. aus antiinflammatorischen Zytokinen, welche die
Dauer und Intensitat der entzindlichen Antwort kontrollieren sollen und
verhindern dass es zu einer Uberschie3enden Entziindungsreaktion kommt.
Hierbei spielen vor allem die antiinflammatorischen Zytokine IL-10, IL-13 und IL-

1ra eine wesentliche Rolle (Brix-Christensen, 2001, Bellingan, 2000).
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Abbildung 2 : Schematische Darstellung wichtiger Mediatoren der inflammatorischen Antwort
auf ein chirurgisches Trauma und extrakorporale Zirkulation (HLM). Die verschiedenen
Prozesse haben einen synergistischen Effekt, der zu Organdysfunktion fuhren kann. (Modifiziert
nach Brix-Christensen, 2001.)

1.2.2 Die Rolle der Zytokine

Zytokine werden hauptsachlich in Monozyten, Makrophagen, Lymphozyten und
Endothelzellen produziert und kdnnen sowohl schitzend, als auch schadigend
sein, abhangig von der Konzentration des Zytokins, dem Rezeptor, der Zielzelle
und der Gegenwart anderer Zytokine. Viele Zytokine werden durch die
Stimulation des Transkriptionsfaktors NF-kappaB produziert (Blackwell et al,
1996). Zytokine werden lokal produziert und sind im Falle einer

UberschieRenden Produktion im peripheren Blut nachweisbar.
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Die wichtigsten Zytokine in Zusammenhang mit der Herzchirurgie sind die
proinflammatorischen Zytokine TNF-alpha, IL-6 und IL-8 sowie die
antiinflammatorischen Zytokine IL-10 und IL-1ra (Brix-Christensen, 2001).
TNF-alpha stimuliert u.a. indirekt die Leukozytenadhé&sion Uber eine Erhéhung
der ICAM-1-Expression (Hashimoto et al., 1994)

IL-6 erlaubt Aussagen zum Ausmal} einer Hypoxie und Gewebeschadigung, da
es nicht nur von aktivierten Immunzellen, sondern auch von Fibroblasten und
Endothelzellen, z.B. unter Sauerstoffmangel sezerniert wird. Postoperativ
lassen sich haufig sehr hohe IL-6-Plasmaspiegel nachweisen. Finden sich
daneben auch erhdhte TNF-alpha-Plasmaspiegel, ist davon auszugehen, dass
ein Teil des IL-6 von aktivierten Makrophagen produziert wird, was als Hinweis
auf eine akute systemische Entziindungsreaktion zu werten ist (Hoflich und
Volk, 2002). Im Plasma Gesunder ist es normalerweise nicht nachzuweisen,
jedoch kann es bei Kindern mit angeborenem Herzfehler bereits praoperativ
erhéht sein (Ozawa et al., 2000).

1.2.3 Die Rolle der Leukozytenoberflachenantigene

Leukozyten sind u.a. essentiell fur eine funktionierende Immunantwort, eine
normale Wundheilung, die Tumorbekampfung und das Gewebe-Remodelling.
Sie werden Uber pro- und antiinflammatorische Zytokine aktiviert bzw. inhibiert.
Auch ohne Infektion kann es zu einer generalisierten Entziindungsreaktion
kommen, wenn, wie bereits oben beschrieben, durch einen Stimulus eine
Aktivierung des Immunsystems erfolgt.

Der primére Ort, an dem die Leukozyten ihre Wirkung entfalten, ist das
Gewebe, weshalb inflammatorische Zellen befahigt sein missen, dorthin
einwandern zu kénnen, um mit den Pathogenen in Kontakt zu treten. Dazu ist
Chemotaxis und eine koordinierte Hochregulierung der Expression von
endothelialen- und inflammatorischen-Zell-Adhasions-Molekllen notwendig.
Proinflammatorische Stimulanzien, wie z.B. Zytokine bedingen eine rasch

erhohte Expression von Selectinen, die ein sog. rolling der Leukozyten am
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Endothel vermitteln. Durch Integrine (z.B. CD11a, CD11b, CD18) kommt es zur
Adhésion und uber endotheliale Liganden (z.B. CD54, CD102, CD106) zur
Transmigration (Ley, 1996; Albelda, 1991) ins Gewebe. Dort kénnen, durch die
Freisetzung einer Bandbreite an Proteasen, oder durch die NADPH-Oxidase-
abhangigen Generierung von Sauerstoff-Radikalen aus den Entziindungszellen,
Gewebeschadigungen hervorgerufen werden (Delves und Rosen, 2000;
Mollinedo et al., 1999).

Die Sequestration der Leukozyten in den Lungen und im Herzmuskel, welche
sich bei der Korrektur angeborener Herzfehler einstellt, ist ein bedeutender
pathogenetischer Faktor fur die Entwicklung eines SIRS und der zugehorigen
Komplikationen (Bando et al., 1990). Hierbei spielen Adh&sionsmolekiile eine
wichtige Rolle in zahlreichen Organen wahrend der Herzchirurgie. Eine
gesteigerte Expression der Adh&sionsmoleklle potenziert die Verbindung
zwischen Leukozyten und Endothelzellen. Leukozyten kdonnen so durch die
Gefallwand migrieren, degranulieren und einen Gewebeschaden erzeugen
(Patrick et al., 1999; Harlan et al., 2002).

In der Literatur wird vermutet, dass bei der Verwendung der HLM die
Phagozyten, u.a. durch den Kontakt mit der Oxygenator-Oberflache und den
Schlauchleitungen, welche fur den Bluttransport zum und vom Oxygenator
verwendet werden, aktiviert werden (Butler et al., 1993). Diese Ph&nomene
kénnen durchflusszytometrisch gemessen werden, und dricken sich in einer
perioperativ veranderten Expression der Oberflachen- und Adhasionsmolekiile

aus.

1.24 Definition der Immunkompetenz

Das antigen-prasentierende Glykoprotein HLA-DR ist Teil des Major
histocompatibilty complex—gene-class Il (MHC II) (HLA-DR, HLA-DQ, HLA-DP)
und findet sich hauptsachlich auf der Oberflache von Monozyten. Die
Expression des Antigens wird durch Interferon-gamma und granulocyte-

macrophage-colony-stimulating-factor erhoht. In Gegenwart von
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Glucocorticoiden oder IL-10 verringert sich die HLA-DR-Expression an der
Oberflache der Monozyten. Es wurde dargelegt, dass eine reduzierte HLA-DR-
Expression, wie man sie bei schwerem Trauma oder grof3en Operationen bei
Erwachsenen vorfindet, korreliert ist mit einer erhéhten Pravalenz bzw. Prasenz
schwerer Infektionen (Gessler et al., 2005). Dartber hinaus wurde postuliert,
dass eine erniedrigte HLA-DR-Expression als pradiktiver Parameter fir das
klinische Outcome bei Erwachsenen mit Sepsis (Saenz et al., 2001; Hynninen
et al. 2003) und prognostischer Parameter bei Kindern nach Herzchirurgie,
eingesetzt werden kann (Allen et al., 2002).

Eine Depression der HLA-DR-Expression geht einher mit einer reduzierten
Antwort der Monozyten auf proinflammatorische Stimuli und wird als
Immunparalyse bzw. Monozytendeaktivierung bezeichnet (Volk et al, 1991).
Ferner ist eine reduzierte HLA-DR-Expression in den ersten postoperativen
Tagen mit einem erhohten Risiko fur die Entwicklung einer Sepsis verbunden
(Allen et al., 2002).

Die Bestimmung der Immunkompetenz ermoglicht ein besseres Abgrenzen
proinflammatorischer Phasen gegen antiinflammatorische Gegenreaktionen,
z.B. bei SIRS bzw. Sepsis. Neben der duchflusszytometrischen Bestimmung
der monozytdren HLA-DR-Expression, lassen sich Uber die ex-vivo
Zytokinproduktion (z.B. TNF-alpha, IL-6 wu.a.) nach LPS-Stimulation,
Ruckschlisse auf die Immunkompetenz ziehen (Reinke et al., 1999).

1.3 Zielsetzung

Der erste Themenbereich dieser Arbeit ist Teil einer Studie der Abteilung fur
Kinderkardiologie der Universitatskinderklinik Tubingen Uber die therapeutische
Bedeutung und Nebenwirkungen von Stickstoffmonoxid bei Kindern mit
pulmonaler Hypertonie.

Eine Inhalation mit NO ist zur Beherrschung pulmonal-hypertensiver Krisen im
Anschluss an die extrakorporale Zirkulation, gerade bei Patienten mit grof3em

Links/Rechts-Shunt oder persistierender pulmonaler Hypertonie, eine




1 Einleitung

weitverbreitete und erfolgreiche Therapie. Zahlreiche Untersuchungen
fokussierten auf die toxischen Effekte von NO, wie die Methdmoglobinbildung,
Reaktion mit Sauerstoff zu Stickstoffdioxid und die Beeintrachtigung der
Thrombozytenfunktion (Macrae et al., 2004).

Ebenso  existieren  Kenntnisse  Uber dosisabhangige anti- und
proinflammatorische sowie anti-thrombotische Wirkungen Stickstoffmonoxids,
auf Leukozyten und Thrombozyten. In hoher Dosis (> 80 ppm), jenseits des
klinischen Anwendungsbereiches, hat inhaliertes NO proinflammatorische und
oxidierende Wirkungen, indem es zu einer erhohten IL-1-Produktion der
Makrophagen und Freisetzung reaktiver Oxidanzien fuhrt (Wang et al., 1997,
Weinberger et al., 1998) . Bis 80 ppm reduziert es die Anzahl und die Aktivitat
pulmonaler Neutrophiler. Die Dosis von 50 ppm inhibiert die Migration der
Neutrophilen aus dem vaskularen Kompartment in die Luftwege und reduziert
die Chemotaxis (Sato et al., 1999). Inhaliertes NO kann direkt die Adhasion der
Neutrophilen ans Endothel unterdriicken (Fioretto, 2003).

Aufgrund dieser Erkenntnisse war es ein Ziel dieser Arbeit u.a. die
Beeintrachtigung der ex-vivo Zytokinsekretion und der Immunkompetenz durch

Stickstoffmonoxid naher zu beleuchten.

Der Hauptteil der Arbeit befasst sich mit pro- und antiinflammatorischen
Mechanismen nach herzchirurgische Eingriffen zur Korrektur angeborener
Herzfehler unter Einsatz der Herz-Lungen-Maschine. Im Speziellen wurden
Oberflachenantigene und Zytokinsekretion zum Monitoring der
Leukozytenfunktion herangezogen.

Im Gegensatz zu Erwachsenen, bei denen die SIRS und das
Freisetzungsmuster proinflammatorischer Zytokine im Gefolge einer HLM gut
beschrieben und homogen ist (Brix-Christensen 1998), variieren die
Plasmaspiegel proinflammatorischer Zytokine bei Kindern stark, die sich einem
kardiochirurgischen Eingriff unterziehen, so dass sich hier die Situation weniger
klar darstellt (Brix-Christensen, 2001).

Frihere Untersuchungen beschréankten sich auf proinflammatorische Zytokine

bzw. einzelne Marker. Nach vorliegender Literatur scheint die Balance zwischen
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pro- und antiinflammatorischer Antwort auf einen inflammatorischen Stimulus
bedeutender zu sein, als das Ausmal} der proinflammatorischen Antwort alleine
(Allen et al., 2002). Gerade vor diesem Hintergrund, war es die ldee dieser
Untersuchung, pro- und antiinflammatorische Zytokine im perioperativen Verlauf
zu bestimmen und gleichzeitig den Status der Leukozytenfunktion anhand der
Oberflachenantigene zu dokumentieren,

Neben den Zytokinen wurde der Entziindungs- und Infektionsstatus durch die
Bestimmung von Procalcitonin und LPS-bindendes Protein erganzt. In dieser
Untersuchung wurden die verschiedenen Entzindungsmarker bezuglich ihrer

Kinetik und klinischen Aussagekraft verglichen.

Ziel der Arbeit war die Untersuchung folgender Fragestellungen:

l. Hat die Inhalation von Stickstoffmonoxid einen relevanten Einfluss auf
die Immunkompetenz bzw. Zytokinexpression nach Endotoxin-
Stimulation?

I. Welche Effekte hat eine Operation unter Einsatz der Herz-Lungen-
Maschine auf die Funktion der Leukozyten und insbesondere auf die
Leukozytenantigene? Wie wirkt sich diese auf pro- und
antiinflammatorische Zytokine bzw. die Immunkompetenz aus?
Bringen neue akute Phase Parameter relevante Erkenntnisse im
perioperativen Verlauf?

. Haben Parameter, wie die tiefste Korpertemperatur wahrend der
HLM, die HLM-Dauer, die KoérpergrofRe, der hochste postoperative
Lactatwert sowie die Shuntrichtung des Vitiums, einen Einfluss auf
die Expression der Leukozytenantigene bzw. die Sekretion pro- und

antiinflammatorischer Zytokine?
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2. Material und Methoden

2.1 Patienten

Von Januar bis Juli 2001 wurden Blutproben von 40 Patienten untersucht, die
wegen einer Herzoperation oder einer Herzkatheteruntersuchung in die
Abteilung fur Kinderkardiologie am Universitatsklinikum fur Kinderheilkunde und
Jugendmedizin in Tldbingen aufgenommen wurden. Die
Herzkatheteruntersuchungen wurden von der Abteilung fir Kinderkardiologie
durchgefuhrt. Herzchirurgische Eingriffe unter Einsatz der HLM wurden von der
Abteilung fur Herz-, Thorax- und Gefal3chirurgie in Zusammenarbeit mit der
Anaesthesiologie vorgenommen und perioperativ von der Kinderkardiologie
versorgt.

Die Patienten wurden in zwei Gruppen eingeteilt.

Patientengruppe 1 bestand aus 20 Kindern (Alter 7,8 £ 1,38 Jahre) mit einem
angeborenen Herzfehler, bei denen eine diagnostische
Herzkatheteruntersuchung durchgefiihrt wurde. Hier galt es, die Beeinflussung
der Endotoxintoleranz der Leukozyten durch NO-Inkubation zu untersuchen.
Hintergrund dieser Teilstudie ist die FortfUhrung der wissenschaftlichen
Arbeiten der Abteilung fir Kinderkardiologie bezlglich der Wirkung und
Nebenwirkung einer NO-Inhalationstherapie bei pulmonaler Hypertonie. Eine

Einverstandniserklarung der Erziehungsberechtigten wurde eingeholt.

Patientengruppe 2 wurde aus 20 Kindern (6,74 + 1,29 Jahre) gebildet, die sich
unter Einsatz der Herz-Lungen-Maschine, aufgrund ihrer Herzvitien einer
Operation unterziehen muf3ten.

Hierfr wurden perioperative Blutproben zu verschiedenen Zeitpunkten
gewonnen. Der Beobachtungszeitraum begann einen Tag vor der Operation
und endete am dritten postoperativen Tag. Taglich fand eine Blutentnahme
statt. Eine Einverstandniserklarung der Erziehungsberechtigten wurde

eingeholt.
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2.2 Invitro Untersuchung der NO-Wirkung auf Leukoz  yten

In diese Untersuchung gingen die Blutproben der Patientengruppe 1 ein, die zur
Herzkatheterdiagnostik stationér waren.

2.2.1 Probengewinnung

Wahrend der Untersuchung wurden aus dem uber die Arteria femoralis
eingefuhrten, bereits liegenden Katheter, ca. 7 ml Blut entnommen. Die hierflr
benutzten Monovetten der Fa. Sarstedt enthielten Li-Heparin, welches im
Gegensatz zu EDTA nicht als Komplexbildner fungiert und somit kein Calcium
bindet. Dies ist von entscheidender Bedeutung, da die Zellen fir ein
Ansprechen beim Endotoxintoleranztest Calcium bendtigen.

Von jeder Probe wurde im hamatologischen Routinelabor der Kinderklinik ein
Differentialblutbild mit dem Vollautomaten Advia der Firma Bayer, Leverkusen,
bestimmt.

Alle Proben wurden bis zur weiteren Verarbeitung bei Raumtemperatur auf
einem Rollenmischer (Tab. 1) aufbewahrt. Der Zeitraum zwischen

Probengewinnung und Verarbeitung betrug nie mehr als 6 Stunden.

Tabelle 1: Materialliste Probengewinnung und Lagerung

Material Hersteller Ort

Monovette Li-Hep 4 ml mit Adapter Sarstedt Nurmbrecht, D
Rollenmischer Sarstedt Nurmbrecht, D
Advia 120 Bayer Leverkusen, D

2.2.2 Versuchsaufbau NO-Inkubation

Jeweils mindestens 3ml der Li-Heparin-Blutprobe wurden in ein, zu einem
Trachealsaugsatz gehdrendes, Rohrchen pipettiert. Der R6hrchenverschluss ist
versehen mit einem zu- und einem abflihrenden R6hrensystem, das, aufgrund

des luftdichten Abschlusses, die Verwendung des Saugsatzes als
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Inkubationskammer zulaRt. Uber die zufiihrende Seite wurde das im folgenden
beschriebene Gasgemisch in das Roéhrchen eingeleitet. Mit Hilfe einer gelben
Eppendorf-Pipettenspitze trat das Gas etwas oberhalb des Blutspiegels in das

Rohrchen ein.

Zugefiihrtes—
Gasgemisch

Pipettenspitze

3 ml Li-Hep-Blut
Auffangbehalter

Abbildung 3: abgewandelter Trachealsaugsatz
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Abbildung 4 : Versuchsaufbau NO-Inhalation

Nachdem bereits einige Untersuchungen zur Dosisabhangigkeit der NO-
Konzentration im Gasgemisch existieren, wahlte man in diesem in vitro Versuch
die Konzentrationen O ppm NO und 100 ppm NO. Die Konzentration von 100
ppm NO wurde mit Hilfe von zwei Flowmetern eingestellt, welche es mdglich

machten, die Gaszufuhr aus den Flaschen separat zu regulieren. Uber ein
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zwischengeschaltetes NO-Mel3gerat konnte die Konzentration laufend
kontrolliert werden. O ppm diente hierbei als Kontrolle, woflur die
Inkubationskammer nur Uber einen Flowmeter mit der Druckluftflasche
verbunden wurde. Eine Konzentration von 100 ppm NO ist ein Mehrfaches der
im klinischen Anwendungsbereich gebrauchlichen Konzentrationen, die in etwa

bei 25 ppm NO liegen.

Nach Einstellen der Konzentrationen wurden die Proben fir 45 min inkubiert.
Fur eine ausreichende Durchmischung sorgte ein bei niedriger Geschwindigkeit
laufender Vortexer, auf dem die Proben befestigt wurden. Im Anschluld daran

wurde ein Endotoxinstimulationstest mit den inkubierten Proben durchgefihrt.

Tabelle 2 : Materialliste NO-Inkubation

Material Hersteller Ort
Trachealsaugsatz mit Auffangbehalter Uno Plast AIS Hundested, DK
Pipettenspitze gelb Greiner Frickenhausen, D
Pipettenspitze blau Greiner Frickenhausen, D
Dreiwegehahn Braun AG Melsungen, D
Stickstoffmonoxid 640 ppm in Stickstoff Messer-Griesheim Reutlingen, D
Druckluft Messer-Griesheim Reutlingen, D
Tabelle 3: Gerételiste NO-Inkubation

Gerate Hersteller Ort

Dréager Pac Il NO Dréager Libeck, D
Flowmeter Felber Langenfeld, D
Eppendorf-Varipette 10-100 pl Eppendorf Hamburg, D
Eppendorf-Varipette 101-1000 pl Eppendorf Hamburg, D
Vortexer-MS 1 Minishaker Migge GmbH Leonberg, D

2.3 Untersuchung des Einflusses der HLM-Operation a

funktion

2.3.1 Probengewinnung

uf die Leukozyten-
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Fur diesen Teil der Arbeit wurden Blutproben der Patientengruppe 2 untersucht.
Zu funf Zeitpunkten, einen Tag vor der OP, unmittelbar nach dem OP-Ende
sowie am ersten bis dritten postoperativen Tag, wurden den herzoperierten
Kindern Blutproben (2,8 ml Li-Heparin-Blut) Uber bereits liegende Katheter
entnommen. Die Lagerung bis zur Verarbeitung und das Erstellen des
Blutbildes erfolgte wie unter 2.2.1 beschrieben. Auf eine Gasinkubation wurde

in diesem Teil verzichtet.

2.4 Stimulation mit Lipopolysaccharid

2.4.1 Stimulation der Proben nach NO-Inkubation

Nach erfolgter Gasinkubation wurden beide Ansétze (100ppm NO und Kontrolle
(Oppm NO)) aufgeteilt. Zu je einem 1 ml Vollblut aus beiden Reihen wurden
10pl LPS-LOsung (0,1mg LPS/ml, rekonstituiert in PBS) pipettiert. 1 ml Vollblut
aus beiden Inkubationsreihen diente als Negativkontrolle und wurde
unbehandelt dem Brutschrank zugefuhrt. Fur die intrazellulare Anfarbung von
Zytokinen fur die FACS-Analyse war der Zusatz von Brefeldin A (BFA)
notwendig, welches den Transport der Zytokine aus der Zelle inhibiert. Um die
enzymatische Zytokinbestimmung im Plasma nicht zu beeintrachtigen, wurden
deshalb zwei weitere Ansadtze aus je 10 pl BFA-Losung (200 pg/ml,
rekonstituiert in DMSO), je 200 ul Vollblut und 2ul LPS-LOsung o.g.
Konzentration hergestellt. Die Negativkontrollen hierzu unterschieden sich
darin, dal3 sie ohne LPS-Zugabe in den Brutschrank gestellt wurden. Nach
Durchmischen der Ansadtze mit dem Vortexer, erfolgte die Stimulation im
Begasungsbrutschrank Hera Cell fir 3 Stunden bei 37C und 5% CO..

Tabelle 4 : Materialliste Endotoxinstimulation

Material Hersteller Ort
Falcon-Polystyrolréhrchen 2058 BD Labware Heidelberg, D
Pipettenspitze gelb Greiner Frickenhausen, D
Pipettenspitze blau Greiner Frickenhausen, D
Brefeldin A Sigma Aldrich Minchen, D
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DMSO Sigma Aldrich Miinchen, D
Lipopolysaccharid (Sigma Katalog-Nr. Sigma Aldrich Minchen, D
L2654)

Phosphatgepufferte Kochsalzlésung Biochrom KG Berlin, D
(PBS)

2.4.2 Stimulation der Proben der HLM-Patienten

Die gewonnenen Blutproben wurden analog 2.4.1 behandelt. 1ml Vollblut wurde
mit LPS versetzt, 1ml diente als Kontrolle. Diese Anséatze wurden im Anschluf3
an die Stimulation der Oberflachenfarbung der Leukozytenantigene zugefuhrt.
Fur die intrazellulare Zytokinfarbung wurden wiederum separate Ansatze mit
BFA hergestellt.

2.4.3 Konservierung des Plasmas

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Falcon-Réhrchen aus dem
Brutschrank geholt. Die Ansétze fur die Oberflachenfarbung wurden bei 500 x g
und 20 fir 10 min abzentrifugiert. Der Uberstand w urde abpipettiert und in
Eppendorf-Tubes zur Lagerung im Tiefklhlschrank bei —70C gegeben bis zur
Messung der pro- und antiinflammatorischen Zytokine. AnschlieRend erfolgte
ein Volumenersatz der Proben mit PBS-Ldsung.

2.5 Durchflul3zytometrie

Die DuchfluRzytometrie stellt eine Methode zur Analyse und Charakterisierung
von Zellen in Suspension auf der Grundlage von Fluoreszenz und
Streulichteigenschaften dar. Sie ermoglicht die simultane Messung
verschiedener Fluoreszenz- und Streulichteigenschaften einer einzelnen Zelle.
Diese registrierten Daten werden Computer-assistiert ausgewertet und in einem

Schaubild graphisch verdeutlicht.

17



2 Material und Methoden

2.5.1 Arbeitsprinzip

Die Zellsuspension im Probenrdhrchen wird uber eine Kapillare durch
Uberdruck in die MeRkuvette beférdert. Beim Eintreten in die MeRkammer
werden die Zellen durch die zugefihrte Tragerflissigkeit stark beschleunigt.
Dadurch l6sen sich Zellaggregate auf und die Zellen erreichen wie Perlen einer
Perlenkette aneinandergereiht den Analysepunkt. Dieser Vorgang wird als
hydrodynamische Fokussierung bezeichnet. Dadurch passiert jede Zelle den
Analysepunkt einzeln, an dem sie von einem Laserstrahl einer bestimmten
Wellenlange getroffen wird (siehe Abbildung 7). Dabei kommt es zur
Lichtstreuung des Laserstrahls, einem physikalischen Vorgang, bei dem die
Richtung, aber nicht die Wellenlange des einfallenden Lichts verandert wird.
Abhéngig ist die Lichtstreuung u.a. von der Zellgrof3e, der Struktur und den
intrazellularen  Bestandteilen. Der  Strahlengang des verwendeten

DurchfluRzytometers FACScalibur ist vereinfacht in Abbildung 5 dargestellit.

FL1-Detektor ()
/\ e
SSC-Detbekior D
™ Teilerspiegel

FL2-Detekior [ ) N
NS

C__h). Fluoreszenz-Samme llimse

— " e O o

Laser[dE88 nm] Zele

Abbildung 5: Schematischer Aufbau des Strahlengangs des FACScalibur von Becton Dickinson (vereinfacht)
Beispielhaft ist hier der Strahlengang fur FL1 und FL2 dargestellt, welche fur die Detektion von FITC und PE verwendet
werden.
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In der DurchfluRzytometrie unterscheidet man die Vorwartsstreuung (FSC) von
der Seitwartsstreuung (SSC). Erstere ist ein Mal3 fur die Zellgrol3e, letztere
hangt hauptsachlich von der intrazellularen Granularitat ab. AulRer der
Lichtstreuung kann auch noch die Fluoreszenz einer Zelle gemessen werden,
sofern sie vorher mit einem fluoreszenz-markierten Antikérper gefarbt wurde.
Fluoreszierende Verbindungen absorbieren Lichtenergie Uber ein flir sie
charakteristisches langwelligeres, und somit energiedrmeres, Licht.
Fluoresceinisothiocyanat (FITC) und Phycoerythrin (PE) sind zwei in der
DurchfluRRzytometrie fur die Immunfluoreszenz gebrauchliche Farbstoffe, da ihr
Absorptionsspektrum im Bereich der Wellenlange des verwendeten Argon-
lonenlasers (488nm) liegt.

Einen Uberblick tiber die Fluoreszenzspektren der am haufigsten verwendeten
Fluorochrome gibt Abbildung 6.

Anregung

448
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LFL1 FL2 FL3 Filter .

Abbildung 6: Fluoreszenzspektren der fir die FACS-A  nalyse wichtigsten Fluorochrome

Dargestellt sind die Erregungsspektren sowie die Detektionsbereiche der verschiedenen Filterdes FACSCalibur® (FL1-
3). FITC = Fluorescein-Isothiocyanat; PE = Phycoerythrin;

PerCP = Peridinin Chlorophyll Protein. Aus Immunozytometrische Systeme, Becton-Dickinson.
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Abbildung 7: Schematischer Aufbau eines DurchfluBzy  tometers
Die Abbildung zeigt das Prinzip der hydrodynamischen Fokussierung und gibt einen Uberblick tiber die Konstruktion
eines DurchfluBzytometers. Aus FACS-Lab, Universitat Mainz.

2.6 Antikorper

Zum Einsatz kamen ausschlief3lich FITC- und PE-markierte monoklonale Maus-
Antikdrper der Firma Becton Dickinson, Heidelberg (Tab. 5)

Simultest™  Control  vilyoq ist ein  Reagenz fur die direkte
Zweifarbenimmunfluoreszenz, welches als Negativkontrolle zur

Immunphanotypisierung von Vollblut in der Durchflulzytometrie dient. Es
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ermoglichte die Fluoreszenzquadrantenmarker bei der Messung so zu setzen,
dal? man zwischen negativ und positiv gefarbten Zellen unterscheiden und das
Ausmald unspezifischer Farbung durch Fc-Rezeptoren abschatzen konnte. Fur
die intrazellulare Farbung wurde Platelet Control y;-PE als Negativkontrolle zum
Antikorper gegen IL1-ra benutzt.

Simultest™ CD4/CD8 wurde als Positivkontrolle verwendet, mit dessen Hilfe die
Einstellung der Kompensation am DurchfluRzytometer erfolgte. Gleichzeitig
diente es als Zweifarbenimmunfluoreszenzreagenz zur Bestimmung des
prozentualen Anteils reifer humaner Helferzellen (CD4") und zytotoxischer
Lymphozyten (CD8") aus Vollblut nach Erythrozytenlyse. Die Antikdrper gegen
CD11a, CD14, CD18, HLA-DR wurden zur Untersuchung der Expression der
entsprechenden Adh&sionsmolekiile auf der Leukozytenoberflache verwendet.
Anti-Human IL-1ra ermoglichte die intrazellulare Markierung von IL-1ra in

Monozyten nach durchgefuhrter Oberflachenfarbung mit dem CD14-Antikorper.

Tabelle 5: Materialliste DurchfluRzytometrie

Material Hersteller Ort

DurchfluRzytometer FACScalibur BD Bioscience Heidelberg, D

Pipettenspitze gelb Greiner Frickenhausen, D
Pipettenspitze blau Greiner Frickenhausen, D
Eppendorf-Varipette 10-100 pl Eppendorf Hamburg, D
Eppendorf-Varipette 101-1000 pl Eppendorf Hamburg, D
Vortexer-MS 1 Minishaker Migge GmbH Leonberg, D
Simultest Control™ vy,/y,, (IgG1 FITC/IgG,,PE) BD Bioscience Heidelberg, D
Platelet Control y,-PE BD Bioscience Heidelberg, D
Simultest™CD4 (FITC)/CD8(PE) BD Bioscience Heidelberg, D
Anti-LFA-1a-FITC (CD11a) BD Bioscience Heidelberg, D
Anti-LFA-1B3-FITC(CD18) BD Bioscience Heidelberg, D
CD14-PE BD Bioscience Heidelberg, D
CD14-FITC BD Bioscience Heidelberg. D
HLA-DR-PE BD Bioscience Heidelberg, D
Anti-Human IL-1ra-PE BD Bioscience Heidelberg, D
Phosphatgepufferte Kochsalzlésung Biochrom KG Berlin, D

BSA Sigma Aldrich Minchen, D
p-Formaldehyd Sigma Aldrich Minchen, D
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Na-Azid Sigma Aldrich Miinchen, D
Brefeldin A (BFA) Sigma Aldrich Minchen, D

2.7 lIsolierung und Farbung der Leukozyten

Die Isolierung und F&arbung der Leukozyten erfolgte nach der sog.
"Vollblutmethode®, basierend auf einem Protokoll der Herstellerfirma der
Antikorper, Becton Dickinson. Dabei werden die Leukozyten mittels direkt
fluorchromkonjugierter monoklonaler Antikdrper immunologisch charakterisiert.
Vorteile dieses Verfahrens finden sich in der Erfassung aller Leukozyten, der
Reduktion unspezifischer Bindung Uber Fc-Rezeptoren und in der geringen

Menge des bendtigten Zellmaterials (Kleine et al, 1994).

2.7.1 Oberflachenfarbung

Erster Schritt der Oberflachenfarbung war das Bestlicken der Falcon-R6hrchen
mit den Antikorperlésungen (je 10ul). Der Einsatz von PE- und FITC-
konjugierten Antikbpern erlaubte Doppelfarbungen, so dal3 pro Réhrchen zwei
Antigen-Phanotypen markiert werden konnten. Nach Zugabe von 100 ul der
vorbehandelten Proben, gasinkubiert und mit LPS-stimuliert (NO-Untersuchung)
bzw nur LPS-stimuliert (HLM-Untersuchung) wurden die Anséatze mit Hilfe eines
Vortexers vermischt und fir 30 Minuten auf Eis und bei Dunkelheit inkubiert. Im
Anschluf? wurden die Farbeansatze durch Beigabe von 2ml FACS Lysing
Solution 1X (Losung wird als 10X geliefert und ist mit destilliertem Wasser auf
1X zu verdinnen.) der Erythrozytenlyse unterzogen. Die Proben wurden
wiederum kurz durchmischt und fir 10 min im Dunkeln bei Raumtemperatur
aufbewahrt. Eine Lagerung auf Eis ist nicht empfehlenswert, da die Lyse dann
unvollstandig, und eine deutliche Unterscheidung der
Leukozytensubpopulationen nicht mehr méglich ist.

Sofort nach der Lyse wurden die Proben fiur funf Minuten bei 500 x g und 20C
zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Waschen aller Ansétze erfolgte
mit 3 ml Pufferlosung (PBS mit 0,5% BSA und 0,1% Na-Azid). Nach dem
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Zentrifugieren unter gleichen Bedingungen wurde der Uberstand dekantiert und
eine Fixierung der Farbung erreicht durch Resuspension in 0,5ml einer 1% p-
Formaldehydldésung. Somit war eine Aufbewahrung bei 2-8C im Dunkeln bis zu
24 Stunden laut Hersteller der Antikérper unbedenklich. Die Proben wurden mit

dem FACS-Calibur im entsprechenden Intervall analysiert.

Um die Intensitat der Fluoreszenz durch Ausbleichen der Farbstoffe nicht zu
verringern, sollte der gesamte Vorgang der Farbung lichtgeschiitzt geschehen.
Die Farbung auf Eis (ca. 4C) wird von HED empfohlen, um einer Erhéhung der
Expression der Oberflachenantigene bei Zimmertemperatur entgegenzuwirken
(Hed et al.,, 1988). FORSYTH konnte keinen grofien Unterschied in der
Antigenexpression zwischen einer Zellpraparation bei 4°C und 37T
nachweisen. Erst bei einer Wiedererwarmung auf 37C kam es zu einer
vermehrten Antigenexpression durch Mobilisierung intrazellularer Antigenstores
(Forsyth und Levinsky, 1990). Dieser Effekt konnte in eigenen Vorversuchen
bestétigt werden. Deshalb wurde fur die Einstellung des FACScalibur-Gerates
eine zuséatzliche Negativ- und Positivkontrolle angefertigt, um bei den
Messungen fur die Datenaufnahme eine moglichst kurze und konstante

Wiedererwarmungszeit von wenigen Sekunden zu haben.

2.7.2 Zytokinfarbung

Die intrazellulare Zytokinfarbung gestattet die Detektion von Zytokinen im
Zytoplasma der Zelle anhand von fluoreszenzmarkierten Antikdrpern durch das
Durchflusszytometer. Zytokine fungieren als Zellbotenstoffe und werden von der
Zelle sezerniert. Eine Detektion in der Zelle ist somit nur sinnvoll, wenn der
Transport aus der Zelle unterbunden wird. Dies kann erreicht werden, indem
zum Stimulationsansatz Brefeldin A (BFA) gegeben wird. BFA inhibiert den
Transfer vom glatten endoplasmatischem Retikulum zum Golgi-Apparat, so dal3
Zellprodukte wie z.B. Zytokine in der Zelle akkumulieren (siehe Abb. 9).

Hauptproduktionsstatte von IL-lra ist der aktivierte Monozyt, der durch

Oberflachenfarbung mit Antikbrpern gegen CD14 markiert wurde (s.0.). Durch
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Versetzen der Proben mit FACS-Permeabilizing-Solution erreichte man ein
Eindringen der fluoreszenz-markierten Antikorper gegen IL-lra bzw. der
Negativkontrolle Platelet Control. Hierfir wurden 500ul dieser Lésung
zugegeben, kurz vermischt und fur 10 Minuten im Dunkeln bei Raumtemperatur
inkubiert. Darauf folgte ein Waschvorgang mit 3ml Pufferlosung. Nach
Dekantieren der Uberstande wurde zu den Proben der jeweilige Antikorper
pipetiert. 20ul der IL-1ra-Antikdrperldsung bzw 20pl der Negativkontrolle
wurden nach Zugabe mit den Proben vermengt und 30 Minuten bei
Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Im weiteren schlof3 sich ein
Waschvorgang mit der Pufferlosung an und zur Aufbewahrung bei 2-8T

wurden die Pellets wiederum in 1%p-Formaldehydlésung konserviert.

20
20

15

ey
10t
Abbildung 8: Abbildung 9:
FACS-Analyse einer mit LPS stimulierten Zellsuspension nach FACS-Analyse einer mit LPS stimulierten und mit BFA
Anférbung mit Anti-IL-1ra ohne Vorbehandlung mit BFA. vorbehandelten Zellsuspension nach Anfarbung mit Anti-IL-
lra.

2.7.3 Epifluoreszenzmikroskopie

Zur optischen Veranschaulichung und Bestatigung der intrazellularen
Zytokinfarbung wurde exemplarisch eine Epifluoreszenzmikroskopie einer, fur
die FACS-Analyse vorbereiteten, Patientenprobe durchgefuhrt. Hierfir wurden
zwei Objekttrager mit Hilfe einer speziellen Zentrifuge mit einem Teil der
Zellsuspension der unstimulierten bzw. der stimulierten Patientenprobe
versehen. Die Aufnahmen wurden mittels eines Olympus BX-60 Mikroskop

angefertigt.
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Abbildung 10 zeigt zwei Monozyten aus der unstimulierten Patientenprobe,
welche mit Anti-IL-1ra-PE intrazellular und Anti-CD14-FITC an der Oberflache
angefarbt wurden. Im Zytoplasma lassen sich keine PE-Fluoreszenzen
ausmachen. In Abbildung 11 sind drei Leukozyten dargestellt, von denen zwei
an der Zellmembran griine Fluoreszenz aufweisen, entsprechend der FITC-
konjugierten Antikdrper gegen das CD14-Antigen. Im Inneren der Zelle erkennt
man rot-fluoreszierende Partikel, welche PE-markierten-Antikrpern gegen IL-
1ra gleichkommen.

In beiden Abbildungen sind die Kernbereiche (DNA) durch eine DAPI-Farbung
blau gekennzeichnet.

Mit Hilfe der AnlalysisDoku®-Software wurde das Overlaybild in Abbildung 12
erstellt. Das Fluoreszenzspektrum, welches tber die gelbe Linie aufgenommen
wurde, zeigt mehrere Peaks. Das grine Fluoreszenzprofil hat
Spitzenausschlage, welche der Zellmembran zuzuordnen sind, d.h. dazwischen
befindet sich der Intrazellularraum. Cytoplasma wird Uber die blaue
Fluoreszenzintensitatslinie gekennzeichnet, deren Peak zwischen den beiden
griunen liegt, was mit der Definition vereinbar ist. Die maximale

Fluoreszenzintensitat des roten Profils (Anti-IL-1ra-PE) findet sich ebenfalls

intrazellular.

Abbildung 10: Epifluoreszenzmikroskopische
Aufnahme zweier Monozyten

Die Abbildung zeigt zwei Monozyten welche der
intrazellularen Zytokinfarbung unterzogen wurden. Die
Zellen stammen aus einer Patientenprobe, die als
Negativkontrolle  fungierte, d.h. sie wurde ohne
Endotoxinzugabe im Brutschrank inkubiert. Die griine
Fluoreszenz an der Zellmembran entsteht durch die
Anlagerung der FITC-markierten Antikérper gegen CD14-
Antigen, welches ein Monozytenmarker ist. Die blaue
Fluoreszenz entspricht der Kernfarbung (DAPI-Farbung).
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Abbildung 11: Epifluoreszenzmikroskopische
Aufnahme. LPS-stimulierte Patientenprobe.
Dargestellt sind drei Leukozyten, von denen zwei
an ihrer Oberflache CD14 positiv sind (CD14-FITC-
AK). Im Zytoplasma der mittleren Zelle finden sich
rot-fluoreszierende Makulae, welche PE-markierten
Antikérpern gegen IL-1ra entsprechen. (Zellen
stammen aus der gleichen Patientenprobe wie in
Abbildung .)

Abbildung 12: Epifluoreszenzmikroskopische Aufnahme endotoxinstimulierter Zellen.
Overlaybild (erstellt mit Analysis Doku ®)

Dargestellt sind die Zellen aus Abbildung 11. Uber die zytokinproduzierende Zelle wurde ein
Fluoreszenzprofil gelegt, welches im unteren Teil der Abbildung sichtbar ist. Das griine Profil,
welches der FITC-Fluoreszenz entpricht, zeigt zwei Peaks, die durch die Zellmembran bedingt
sind. Zwischen den Peaks befindet sich der intrazellulare Raum. Darin lasst sich ein blauer und
ein roter Fluoreszenz-Peak erkennen. Das blaue Profil ergibt sich durch die DAPI-Zellkern-
Farbung. Fluoreszenz durch PE-markierte-Antikdrper (Anti-IL1ra-PE) ist rot dargestellt und zeigt
einen intrazellularen Peak, welcher als optischer Nachweis von IL-1ra zu interpretieren ist.
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2.8 Messung und Auswertung der Antikdrperfluoreszenz

Bei der Messung, die grundsatzlich am FACScalibur von Becton Dickinson
durchgefiihrt wurde, werden von jeder einzelnen Zelle gleichzeitig FSC, SSC
und Fluoreszenzeigenschaften registriert. Fir die Datenerhebung und
Auswertung wurde die Software CellQuest eingesetzt. Fir jeden Parameter ist
der Mel3bereich in eine bestimmte Anzahl von Kanélen (Klassen) eingeteilt. Je
mehr Kanale vorhanden sind, desto grof3er ist die Auflosung. Der Wert eines
gemessenen Zellsignals wird einem Zellkanal zugeordnet, er fallt gleichsam
einer Kugel in ein Register. Die gemessenen Signale kdnnen logarithmisch oder
linear verstarkt werden, wobei der Mel3bereich, jedoch nicht die Kanalauflésung
verandert wird. Um Zelltrimer (Debris) von den zu analysierenden Zellen zu
trennen, besteht die Moglichkeit, flr jeden Parameter eine Schwelle (Threshold)

festzulegen.

Mit CellQuest lassen sich die Proben gleichzeitig messen und auswerten. Um
Lymphozyten, Monozyten und Granulozyten zu analysieren ist es notwendig,
die Gerateparameter der jeweiligen Population anzupassen. Zur
Gerateeinstellung wurde eine Negativprobe (Simultest-Control) und eine
Positivprobe (CD4-FITC/CD8-PE) benutzt. Als erstes wurden die Lymphozyten
mit einem “Aquisitionsgate” im sog. Dotplot eingegrenzt. Beim Dotplot wird auf
der x-Achse die Vorwarts- (FSC) und auf der y-Achse die Seitwartslichtstreuung
(SSC) aufgetragen. Nach Einstellen der Verstarkung fur die Lichtstreuung
(linear) und der Spannung an den Fluoreszenzdetektoren (logarithmisch),
wurde die Kompensationeinstellung optimiert, um eine Uberlappung der
Fluoreszenzspektren der eingesetzten Fluorochrome FITC (FL1) und PE (FL2)
zu korrigieren. Durch die Einstellung des Threshold wurde ein
Schwellenparameter fiir den FSC-Kanal bestimmt, welcher Zelltrimer von der
Analyse ausschlie3t. In einem FL1/FL2-Dotplot wurde die Einstellung
kontrolliert und so justiert, dall die Negativkontrolle im linken unteren
Quadranten lag, welcher auf beiden Achsen durch die erste Dekade begrenzt

wird (siehe Abb. 13). Fluoreszenzereignisse, die in Kanale Uber der ersten
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Dekade fielen, wurden als positiv gewertet: FL1 positiv, falls im rechten unteren
Quadranten, FL2 positiv im linken oberen Quadranten und FL1 und FL2 positiv,
falls im rechten oberen Quadranten liegend. Anhand der CD4/CD8-Farbung,
welche positive Ereignisse im FL1-Bereich (CD4+T-Lymhphozyten) bzw. FL2-
Bereich (CD8+T-Lymphozyten) und negative Ereignisse fir beide Bereiche (B-
Lymphozyten) zeigt, liel3 sich eine korrekte Einstellung tGberprifen.

Zur Darstellung der MelRergebnisse und Auswertung wurde die
Einparameterdarstellung, entsprechend einem Histogramm, fir FL1 und FL2
gewahlt.

Bei jeder Messung wurden 10000 Zellen analysiert.

Nach Analyse der Lymphozyten wurde die Geréteeinstellung fur Monozyten und
Granulozyten angepalit und ein Aquisitionsgate fur 1000 Monozyten gesetzt, so
dall die Messung nach Analyse von 1000 Monozyten automatisch beendet
wird. Als Positivkontrolle zur Einstellung diente hierbei die CD11a-FITC/CD14-
PE-Probe. Es folgte die Analyse aller Proben fir Monozyten und Granulozyten.

Fur die intrazellular angefarbten Proben war ein besonderes Vorgehen
notwendig. Die Kompensation der Fluoreszenzspektren erforderte eine
Anpassung. Hierbei wurde das Aquisitionsgate um CD14+-Monozyten gezogen,
da diese Zellen der Hauptfokus bei der Analyse nach Stimulation mit
Lipopolysaccharid sind.

Zur Darstellung diente hierflir ein FL1(CD14)/SSC-Diagramm, welches eine
Abgrenzung CD14-negativer gegenuber CD14-positiver-Monozyten zuliel3. Die
Aquisition umfafldte 1000 CD214-positive-Monozyten, die hinsichtlich ihrer
Fluoreszenzintensitat fir IL-1ra analysiert wurden. Als Negativkontrolle fungierte

Platelet Control.

Die Einstellungsparameter fur alle drei Mefreihen wurden beim gleichen
Patienten konstant gehalten und wahrend der gesamten Messungen moglichst

wenig verandert.
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Der Marker M1 stelt fOr unzpezifizche Fluoreszenz bzw . Farbung, dieser Bereich ist aus der
statiztizchen Analyse ausgeschlossen.

Marker M2 hezeichnet die spezifizche Fluoreszenz, welche zur Analyse gelandt.

Abbildung 13: Darstellung der Zellanalyse mitder C ~ ELL-Quest-Software.

2.9 Chemiluminiszenz-Immunoassay zur Bestimmung pro- und

antiinflammatorischer Proteine
Zur Analyse gelangte das nach Inkubation der Vollblutproben der
Studienteilnehmer gewonnene Plasma, welches bei -70C im Tiefkihlschrank
bis zur Analyse aufbewahrt wurde.

2.9.1 Festphasen-Chemiluminiszenz-Enzymimmunoassay

IL-6 und TNF-a wurden als Vertreter der proinflammatorischen Zytokine, deren

Produzenten hauptsachlich die Leukozyten (Aktivierte Makrophagen-
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Monozyten-B-Zellen-T-Zellen) sind, in beiden Studien, mit und ohne Stimulation
mit Endotoxin, bestimmt.

LBP hingegen, dessen Hauptproduktionsstatte die Leber ist, wurde nur in der
HLM-Studie und nur bei unstimulierten Proben gemessen. Vorausgehende
Messungen stimulierter Proben haben gezeigt, dal? es im Vergleich zur
unstimulierten Probe keine Unterschiede im Messwert gibt, da die Synthese in
Leukozyten einer langeren Inkubationszeit als 3h bedarf.

Zur Verwendung gelangte ein Festphasen-Chemiluminiszenz-
Enzymimmunoassay zur quantitativen Bestimmung der o.g. Parameter. Dies
sind Assays der Firma DPC Biermann, die mit deren Immulite-Analyzer, einem
Gerat zur automatischen Durchfihrung von Chemiluminiszenz-Immunoassays,

anzuwenden sind.

29.1.1 Das Arbeitsprinzip

Beim Immulite-System verwendet man parameterspezifische mit Antikdrper
oder Antigen beschichtete Kunstoffkugeln als Festphase, mit alkalischer
Phospatase markierte Reagenzien und ein chemiluminiszierendes
Enzymsubstrat. Die Kugel befindet sich in einem speziellen Testréhrchen (siehe
Abb. 14). Dieses dient als Reaktionsgefald fir Immunreaktion, Inkubation,
Waschschritte und Signal-entwicklung. Der Testablauf ist dabei automatisiert.
Zunachst wird die Probe zusammen mit dem Reagenz inkubiert, an das
alkalische Phospatase gebunden ist. Nach Beendigung der Inkubationszeit wird
das Rohrchen mit hoher Geschwindigkeit um die vertikale Achse gedreht, und
es wird Wasser zugegeben, um die beschichtete Kugel zu waschen. Die
gesamte enthaltene Flussigkeit (Probe, Gberschiissiges Reagenz und Wasser)
wird dabei in eine Abfallkammer im Testréhrchen Gberfuhrt. Die Kugel ist jetzt
frei von allen Rickstdnden, die eventuell ungebundene Marker enthalten
konnten. AnschlieRend wird der gebundene Marker Uber ein lumineszierendes
Dioxetansubstrat quantifiziert. Das emittierte Licht wird mit einem
Photomultiplier (PMT) gemessen, und die Software ermittelt das jeweilige

Probenergebnis.
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Patientenproben und Wihrend des Waschvorgangs Die Fliissigkeit wird Nach Zugabe des Substrats

Reagenzien werden wird das IMMULITE- vollstindig im integrierten beginnt die
automatisch in das Testrohrchen mit hoher Kragen aufgefangen. Signalentwicklung. Die
IMMULITE-Testrohrchen  Geschwindigkeit um seine Messung erfolgt im
pipettiert. Die Inkubation Hochachse gedreht. Luminometer.

findet bet 37 °C statt.

Abbildung 14: Testrohrchen und Testablauf Immulite- Analyzer (Immulite-Analyzer-Bedienungsanleitung)

29.1.2 Die Chemiluminiszenzreaktion

Als erstes wird das Konjugat mit alkalischer Phosphatase (Reagenz) an die
Testkugel gebunden, die sich im Testrohrchen befindet. Die Menge an
gebundener alkalischer Phosphatase ist je nach Assaytyp der
Analytkonzentration in der Patientenprobe proportional (Sandwichassay).

Nach dem Waschen des Testrohrchens wird ein luminogenes Substrat
zugegeben, 10 min inkubiert und lauft bei diesem Verfahren automatisch in den
Photomultiplier, der die Photonen (das Licht) misst, die durch die
Luminiszenzreaktion erzeugt werden. Bei dieser Reaktion wird das Substrat
(ein  Adamantyldioxetanphosphat) von der alkalischen Phosphatase, die
aufgrund der Immunreaktion an die Kugel gebunden ist, dephosphoryliert, und
als Zwischenprodukt entsteht ein instabiles Anion, das bei seiner Zersetzung
ein Photon emittiert. Daher ist die entstehende Lichtmenge der Menge

alkalischer Phosphatase direkt proportional.
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Tabelle 6 : Materialliste Chemiluminiszenz-Immunoassay

Material Hersteller Ort
Immulite-Analyzer DPC Bad Nauheim, D
Interleukin-6-Testpackung DPC Bad Nauheim, D
Interleukin-6-Verdinnungspuffer DPC Bad Nauheim, D
Immulite Zytokin-Kontrolle (IL-6) DPC Bad Nauheim, D
TNF-a-Testpackung DPC Bad Nauheim, D
TNF-a-Verdiinnungspuffer DPC Bad Nauheim, D
Immulite Zytokin-Kontrolle (TNF-a) DPC Bad Nauheim, D
LBP-Testpackung DPC Bad Nauheim, D
LBP-Verdunnungspuffer DPC Bad Nauheim, D
LBP-Kontrollmodul DPC Bad Nauheim, D
Chemiluminiszenz-Substratmodul DPC Bad Nauheim, D
Waschmodul DPC Bad Nauheim, D
Probenschalen DPC Bad Nauheim, D
2.9.2 Procalcitoninbestimmung — Coated Tube System

Zur Bestimmung von Procalcitonin, einem proinflammatorischen Protein, wurde
der LUMItest®-PCT-Kit von Brahms Diagnostica eingesetzt. Es handelt sich um
einen immunoluminometrischen Assay, der mit Humanserum und Plasma
angewandt werden kann. Dabei werden zwei antigenspezifische monoklonale
Antikorper, die das Procalcitonin (Antigen) an zwei verschiedenen Stellen —
dem Calcitonin- und dem Katacalcin-Anteil — binden, im UberschuR eingesetzt.
Der Anti-Calcitonin-Antikdrpber ist luminiszenzmarkiert (Tracer) durch ein
Akridin-Derivat, Anti-Katacalcin ist auf der Innenseite der RoOhrchen fixiert
(Coated tube System).

Im Verlauf der Inkubation (2h) reagieren beide Antikbrper mit den Procalcitonin-
Molekilen der Probe zu sogenannten “Sandwich-Komplexen“, wodurch der
luminiszenzmarkierte Antikorper an die Roéhrchenoberflache gebunden wird.
Nach dem Reaktionsende wird der verbleibende Traceriberschufld durch
sorgfaltiges Waschen vollstdndig aus den Rohrchen entfernt und verworfen.

Der nach dem Waschen an der Rohrchenwand verbliebene Traceranteil wird

durch die Messung des Luminiszenzsignals im Berthold Luminometer unter
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Verwendung der LUMItest®-Basiskit-Reagenzien ermittelt. Dabei wird das an
den Calcitonin-Antikérper gebundene  Akridin, durch Zugabe von
Natriumperoxid und Hydrogenperoxid, unter Lichtemission in Akridon
umgewandelt. Die Grofe des Luminiszenzsignals (RLU) ist der PCT-

Konzentration der jeweiligen Probe direkt proportional.

Tabelle 7: Materialliste Procalcitoninbestimmung

Material Hersteller Ort

Luminometer LB 9507 Berthold Berlin, D
LUMItest®PCT Brahms Diagnostica Berlin, D
Pipettenspitze gelb Greiner Frickenhausen, D
Pipettenspitze blau Greiner Frickenhausen, D
Eppendorf-Varipette 10-100 pl Eppendorf Hamburg, D
Eppendorf-Varipette 101-1000 pl Eppendorf Hamburg, D
Vortexer-MS 1 Minishaker Migge GmbH Leonberg, D
2.10 Statistische Auswertung

Unter Verwendung des Datenverarbeitungsprogramms “Excel® (Microsoft
Corporation Redmond, USA) wurde je Patientengruppe eine Datenbank erstellt,
in die alle erhobenen Daten eingetragen wurden. Die statistische Analyse
erfolgte mittels der Software “JMP 4.0“ (SAS Institute, Cary, USA).

Datendeskription: Innerhalb der verschiedenen Versuchsgruppen wurden
folgende statistische KenngréRen ermittelt: Fallzahl (n), Mittelwert (MW),
Standardabweichung (SD), Standardfehler des Mittelwerts (SEM), sowie
kleinster (Min) und grof3ter (Max) Wert. Wenn nicht anders beschrieben, wurden
die Daten als Mittelwert = Standardfehler des Mittelwerts (MW + SEM)

angegeben.

NO-Patientengruppe: Zum Vergleich der Expression verschiedener
Leukozytenadhasionsmolekile und der pro- sowie antiinflammatorischen
Zytokine, bei Druckluft- bzw. NO-Inkubation und den Auswirkungen der
Endotoxinstimulation, wurden “2-way-ANOVA-Tests* und gepaarte t-Tests

durchgefuhrt. Um der Bedingung einer normalverteilten Stichprobe mit gleichen
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Varianzen moglichst gerecht zu werden, wurden anstatt der arithmetischen
Werte der natirliche Logarithmus der Absolutwerte ausgewertet. Signifikante

Unterschiede sind in den Abbildungen mit einem Stern (*) versehen.

HLM-Patientengruppe: Zum Vergleich der erhobenen Parameter im
perioperativen Verlauf wurden die beobachteten Werte logarithmiert und die
Differenz zwischen den einzelnen Werten gebildet. Diese Differenzen wurden
mit paarweisen t-Tests fur abhangige Stichproben und Einwegvarianzanalysen
fur wiederholte Messungen ausgewertet.

Diagramme, die den perioperativen Verlauf unstimulierter und stimulierter
Proben darstellen, wurden beztglich ihres Kurvenverlaufs zur Y-Achse nach
Hoteling-Spur analysiert. Ebenso wurden das lineare, quadratische und

kubische Verhalten der Kurvenverlaufe betrachtet und bei Signifikanz vermerkt.

Fir die Vergleiche zwischen den verschiedenen Versuchsgruppen bezlglich
des Einflusses von Art des Vitiums, HLM-Dauer, tiefster Korpertemperatur
wéahrend der HLM-OP, KoérpergrofRe und hochster postoperativer Lactatwert auf
die gemessenen Parameter wurden t-Tests zur Ermittlung signifikanter

Unterschiede durchgefuhrt.

Es wurden folgende Signifikanzniveaus definiert:

Tabelle 8: Signifikanzniveau

nicht signifikant Signifikant hochsignifikant

p > 0,05 0,01<p<0,05 p < 0,01
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3 Ergebnisse

3.1 In vitro Untersuchung des Einflusses einer NO-I  nkubation auf die

Endotoxintoleranz

3.1.1 Patientendaten

Fir die Inkubation von Vollblut mit 0 ppm (Druckluft) bzw. 100 ppm NO wurden
die Proben der Patientengruppe 1 (Kinder mit angeborenem Herzfehler, welche
stationdr zur Herzkatheteruntersuchung waren) verwendet. Das durch-

schnittliche Alter der Patienten lag bei 7,38 + 1,38 Jahren.

Tabelle 9: Versuchsdaten NO-Inkubation

Versuchsdaten

Anzahl n: 20 Patienten
Konzentrationen: 0 ppm und 100 ppm NO
Dauer der Begasung 45 Minuten

Im AnschluB@ wurde die Stimulation der inkubierten Proben mit
Lipopolysaccharid (LPS) in der Konzentration 1pug/ml durchgefihrt.

Tabelle 10: Versuchsdaten LPS-Stimulation

Versuchsdaten

Anzahl n: 20 Patienten
LPS-Konzentrationen: 0 pug/mlund 1 pg/ml
Dauer der Stimulation 3 Stunden
Temperatur: 37T

CO,-Gehalt: 5%
Leukozytenwerte

Vor Versuchsbeginn wurde die Leukozytenzahl und die prozentuale Verteilung
der Leukozytensubpopulationen mittels eines Differentialblutbildes bestimmt.

Bei vier Patienten war die Leukozytenzahl geringfluigig erhoht (max. 12,42

35



3 ERGEBNISSE

Tsd./ul), die Verteilung jedoch nicht verandert und der routineméaf3ig bestimmte
CRP-Wert lag unter 0,5 mg/dl.

Tabelle 11: Leukozytenwerte der Patientengruppe 1

Mittelwert SEM Normwerte*
Leukozyten 6,95 x 10°/ul 0,30 4,0 — 9,4 x 10°/pl
Lymphozyten 31,92% 1,68 22,4 — 47,9%
Neutrophile 55,78% 1,75 41,2 -70,1%
Monozyten: 5,93% 0,34 0,7 -9,3%

3.1.2 Expression der Adhasionsmolekiile

Im folgenden sollen der Einflul von NO auf die Expression mehrerer
Leukozytenoberflachenantigene, die fir die Adhasion an das GefalRendothel
und die Immunabwehr verantwortlich sind, sowie die Endotoxintoleranz,

dargestellt werden.

Oberflachenantigen CD4

Das CD4-Molekil, welches auf Lymphozyten und Monozyten vorhanden ist,
spielt zusammen mit den MHC-Molekilen der Klasse Il eine wichtige Rolle bei
der Erkennung fremder Antigene.

Im Hinblick auf die Fluoreszenzintensitat ergaben sich bei Lymphozyten und
Monozyten keine signifikanten Abweichungen, weder unter Gasinkubation noch
unter LPS-Stimulation.
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Abbildung 15: CD4 Intensitdt Lymphozyten
Darstellung der Mittelwerte unter Druckluft- bzw. NO-Inkubation mit bzw. ohne

(keine signifikanten Unterschiede zwischen den Werten)
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Abbildung 16: CD4 Intensitat Monozyten
Darstellung der Mittelwerte unter Druckluft- bzw. NO-Inkubation mit bzw. ohne

(keine signifikanten Unterschiede zwischen den Werten;)

Oberflachenantigen CD8

Endotoxinstimulation.

Das Antigen CD8, welches auf Lymphozyten als Co-Rezeptor fur die MHC-

Molekile der Klasse Il in der

Unterschiede zwischen den einzelnen Versuchsarmen.

Antigenerkennung dient,

zeigte keine
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Lymphozyten CD8
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Abbildung 17: CD8 Intensitdt Lymphozyten
Darstellung der Mittelwerte unter Druckluft- bzw. NO-Inkubation mit bzw. ohne Endotoxinstimulation.
(keine signifikanten Unterschiede zwischen den Werten)

Oberflachenantigen CD11a

Der Rezeptor CD11a, welcher die a-Kette des fur die Leukozyten-Endothel-
Adhésion zustandigen Integrins CD11a/CD18 bildet, veranderte seine
Expression auf Lymphozyten und Granulozyten unter den Versuchbedingungen
nicht.

Auf Monozyten hingegen resultierte durch die Endotoxinstimulation eine
signifikante  Intensitatserhbhung  der  Fluoreszenz.  Zwischen  den
druckluftinkubierten und NO-inkubierten Proben bestand kein statistisch

bedeutender Unterschied in der Durchflul3zytometrie.
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Abbildung 18: CD11a Intensitéat
Darstellung der Mittelwerte unter Druckluft- bzw. NO-Inkubation mit bzw. ohne Endotoxinstimulation.
* = p < 0,05 gegenliber dem Wert ohne Endotoxinstimulation, keine Signifikanzen zwischen den Gasen)

Oberflachenantigen CD14

Das CD14-Molekul wird auf reifen Monozyten und Makrophagen, sowie
schwach, auf peripheren Granulozyten exprimiert. Es fungiert als Rezeptor fur
Lipopolysaccharide.

Durch Endotoxinstimulation lie@ sich eine signifikante Reduktion der
Fluoreszenzintensitat fur CD 14 auf Monozyten hervorrufen. Die
Gasbehandlung ergab keine wesentlichen Differenzen.

Auf der Oberflache der Granulozyten kam es durch LPS-Stimulation zu einer
hochsignifikanten Zunahme der Expression des CD14-Antigens. Das Einwirken

von NO auf die Proben beeinflul3te das Ergebnis auch hier nicht grundséatzlich.
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Abbildung 19: CD14 Intensitat Monozyten
Darstellung der Mittelwerte unter Druckluft- bzw. NO-Inkubation mit bzw. ohne Endotoxinstimulation.
(* = p < 0,05 gegenlber dem Wert ohne Endotoxinstimulation, keine Signifikanzen zwischen den Gasen;)

Granulozyten CD14
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Abbildung 20: CD14 Intensitat Granulozyten
Darstellung der Mittelwerte unter Druckluft- bzw. NO-Inkubation mit bzw. ohne Endotoxinstimulation.
(* = p < 0,0001 gegeniiber dem Wert ohne Endotoxinstimulation, keine Signifikanzen zwischen den Gasen;)

Oberflachenantigen CD18

CD18 stellt die B-Kette des Leukozytenfunktionsantigens-1 (LFA-1) auf der

Leukozytenoberflache dar. LFA-1 gehort zu der Familie der
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Leukozytenadhasionsrezeptoren (Integrine) und bindet an interzellulare
Adhésionsmolekile (ICAM) auf Zielgeweben. Das CD-18-Antigen ist auf allen
normalen peripheren Leukozyten exprimiert und ist essentiell fur viele
Immunantworten, die einen Zell-zu-Zell-Kontakt erfordern, wie z.B.
Lymphozytenadh&sion, NK- und T-Lymphozyten-Zytolyse und T-Lymphozyten-
Proliferation.

Eine hochsignifikante Abweichung gegentber den unstimulierten Proben stellte
sich bei den Monozyten und Granulozyten beziglich der CD18-
Fluoreszenzintensitat ein.  Unterschiede  zwischen der NO- und
Druckluftbehandlung waren statistisch nicht bedeutsam.

Eine Aktivierung der Lymphozyten durch LPS-Stimulation konnte nicht
beobachtet werden, ebensowenig eine Veradnderung der CD18 Expression
durch NO-Inkubation.

CD18
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* * *
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& 500 A
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0 ppm NO unstim. 0 ppm NO stim. 100 ppm NO unstim. 100 ppm NO stim.
\ ‘ILymphozyten OMonozyten EGranulozyten ‘ J

Abbildung 21: CD18 Intensitat
Darstellung der Mittelwerte unter Druckluft- bzw. NO-Inkubation mit bzw. ohne Endotoxinstimulation.
(*=p<0,0001 gegeniiber dem Wert ohne Endotoxinstimulation, keine Signifikanzen zwischen den Gasen;)

Oberflachenantigen HLA-DR

Das Oberflachenantigen HLA-DR gehort zur Familie der MHC-Molektle der
Klasse II. Es handelt sich dabei um ein Transmembran-Glykoprotein, welches
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aus a- und B-Einheitein besteht und auf B-Lymphozyten, Monozyten,
Makrophagen, aktivierten T-Lymphozyten, aktivierten NK-Lymphozyten und
Progenitor-Zellen exprimiert wird.

Der relativ monozyten-spezifische Stimulus Lipopolysaccharid fiihrte zu einer
Erhéhung der HLA-DR-Expression auf Monozyten (hochsignifikant gegenuber
der Negativprobe). Ein Unterschied zwischen der NO- bzw. Druckluft-Begasung
stellte sich auch hier nicht ein.

Das Expressionsniveau der Lymphozytenpopulation veréanderte sich weder
unter EndotoxineinfluR noch unter NO-Einwirkung gegeniber den

Negativkontrollen.

HLA-DR
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Abbildung 22: HLA-DR Intensitét
Darstellung der Mittelwerte unter Druckluft- bzw. NO-Inkubation mit bzw. ohne Endotoxinstimulation.
(* = p < 0,0001 gegeniiber dem Wert ohne Endotoxinstimulation, keine Signifikanzen zwischen den Gasen;)

3.1.3 Expression der Zytokine
Interleukin-1 Rezeptor Antagonist (IL-1ra)
Die durchfluRzytometrisch bestimmte Anzahl IL-1ra positiver Ereignisse bezieht

sich auf 1000 Monozyten, welche durch ein Aquisitiongate mit der CELLquest®-

Software eingegrenzt wurden.
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Interleukin-1 Rezeptor Antagonist ist ein Glykoprotein, welches die spezifische
Bindung von Interleukin-1 an seinen Rezeptor verhindert. Seine Funktion
besteht in erster Linie in einer Abschwéchung der Entziindungsreaktion. Es wird
in erster Linie in Monozyten synthetisiert.

Die Stimulation der Patientenproben resultierte in einer hochsignifikanten
Zunahme der IL-1ra positiven Monozyten. NO-Inkubation zeigte keine

Beeintrachtigung der Stimulierbarkeit der Zellen.
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Abbildung 23: Anzahl positiver Ereignisse fur IL-1r a (in Monozyten)
Darstellung der Mittelwerte unter Druckluft- bzw. NO-Inkubation mit bzw. ohne Endotoxinstimulation.
(*=p<0,0001 gegeniiber dem Wert ohne Endotoxinstimulation, keine Signifikanzen zwischen den Gasen;)

Interleukin-6 (IL-6)

Interleukin-6 ist ein wesentlicher Bestandteil des Zytokin-Netzwerks und
physiologischer Hauptmediator der Akut-Phase-Reaktion. Seine Sekretion wird
durch inflammatorische Prozesse aktiviert. IL-6 gilt als moderierendes Zytokin
der zweiten Welle - nach TNF-a und IL-1B - der inflammatorischen Kaskade der
Sepsisreaktion. Die Wirkung findet sich in einer Stimulation von B-Zellen
(Proliferation), NK-Zellen, Fibroblasten u.a. wieder, was zur Ausschittung
diverser Proteine der Akut-Phase-Reaktion fuhrt. Produktionsstatten sind
aktivierte  Makrophagen/Monozyten, B-Zellen, T-Zellen, Fibroblasten,

Endothelzellen u.a.
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Die klinische Bedeutung eines IL-6-Monitorings besteht hauptsachlich in der
frihzeitigen Erkennung inflammatorischer Krisen.

Mit Endotoxin behandelte Patientenproben flihrten zu einer massiven Zunahme
der IL-6-Spiegel (hochsignifikant). Die Stickstoffmonoxid ausgesetzten Proben
waren in ihrer Reaktion auf den LPS-Stimulus nicht verandert gegenuber den

Druckluft inkubierten Proben.

Tumornekrosefaktor o (TNF-a)

Als erstes Protein der Kaskade der Akut-Phase-Reaktion auf Infektionen und
septische Komplikationen steigt TNF-a, nur wenige Minuten nach Beginn des
Infektions- und Sepsisgeschehens, dramatisch an und triggert die Produktion
und Ausschittung von IL-1(3, IL-6 und IL-8. Es flhrt also zu einer B- und T-Zell-
Aktivierung. Produziert wird es in aktivierten Makrophagen/Monozyten, B-
Zellen, T-Zellen, Fibroblasten, Endothelzellen u.a.

Die klinische Bedeutung von TNF-a ist aufgrund der sehr kurzen Halbwertszeit
(wenige Minuten) eingeschrankt. Hauptanwendung der diagnostischen
Bestimmung des TNF-a ist der Einsatz in der ex-vivo-Stimulation. Damit |&f3t
sich die Fahigkeit der immunkompetenten Zellen, TNF-a zur Immunabwehr zu
produzieren, testen und quantitativ erfassen.

Im Versuch resultierte auf den LPS-Stimulus hin eine hochsignifikante TNF-a-

Ausschittung, die durch NO-Begasung nicht beeinflul3t wurde.
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Abbildung 24: TNF-alpha und IL-6

Darstellung der Mittelwerte unter Druckluft- bzw. NO-Inkubation mit bzw. ohne Endotoxinstimulation
(* = p < 0,0001 gegeniiber dem entsprechenden Wert ohne Endotoxinstimulation, kein signifikanter Unterschied
zwischen der Druckluft- und der NO-Gruppe;)

3.2 In vitro Untersuchung des Einflusses einer HLM- OP auf die

Immunkompetenz

3.2.1 Patientendaten

In diesen Teil der Studie wurden die Patienten aus der Gruppe 2
eingeschlossen. Das mittlere Alter der Patienten betrug 6,74 + 1,29 Jahre. Bei
drei Patienten mufdte auf die Blutenthnahme am finften Versuchstag verzichtet
werden, da entweder der zentrale Venenverweilkatheter bereits gezogen oder
der periphere Katheter nicht mehr ricklaufig war und eine erneute
Venenpunktion aus Studienzwecken nicht zuldssig war. Die Patientendaten
sind also fur die Versuchstage eins bis vier komplett (n=20), flr den flinften
Beobachtungstag bestehen sie aus 17 Patienten (n=17).

Unter den Diagnosen der operierten Kinder fanden sich ein Vorhofseptumdefekt
(n = 5), eine Fallot’sche Tetralogie (n = 4, davon zwei bereits voroperiert), ein
Ventrikelseptumdefekt (n = 2), eine Subaortenstenose (n = 2), eine
Aortenstenose (n = 1), eine Trikuspidalatresie (n = 1) und sonstige (n = 5, v.a.

Klappenvitien).
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Postoperativ erhielten alle Kinder eine Antibiotikaprophylaxe mit Cefazolin und
drei Kinder, wegen Verdachts einer Infektion, ein zusatzliches Antibiotikum

(Gentamicin).

Tabelle 12 : Patientendaten (Operation, unter Einsatz der extrakorporalen Zirkulation)

Patientendaten

Anzahl n: 20

Alter: 6,74 + 1,29 Jahre
HLM-Dauer: 85,9 + 48,5 min
Temperatur: 268+£6,9C
Leukozytenwerte

Nach einem herzchirurgischen Eingriff unter Einsatz der extrakorporalen
Zirkulation kam es zu einem signifikanten Anstieg der Leukozytenzahl und des
C-reaktiven Proteins (CRP), mit einem Maximum am zweiten postoperativen
Tag. Eine ricklaufige Tendenz beider Werte stellte sich am dritten

postoperativen Tag ein.

4 )

Perioperativer Verlauf von Leukozytenzahl und CRP
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Abbildung 25: C-reaktives Protein und Leukozytenzah |
Verlauf von C-reaktiven Protein und Leukozytenzahl unter Verwendung der Herz-Lungen-Maschine (HLM). (* = p < 0,05
gegenlber dem Wert vor HLM).
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Die Verteilung der verschiedenen Leukozytenarten im perioperativen Verlauf
lankt eine erhebliche Aktivierung der neutrophilen Granulozyten bereits
unmittelbar am Ende der HLM-Operation erkennen. Der Anteil der Neutrophilen
erreichte mit 83,7 £ 1,7 % am ersten postoperativen Tag sein Maximum,
zeitgleich mit einem Minimum der Lymphozyten (9,6 £ 1,2 %), eosino- und
basophilen Granulozyten. Eine Abnahme der Neutrophilen mit gleichzeitiger
Zunahme der Lymphozytenpopulation stellte sich im  weiteren
Beobachtungszeitraum ein, ohne jedoch am dritten postoperativen Tag die
Ausgangsniveaus zu erreichen. Der Monozytenanteil (Ausgangswert: 6,1 + 0,3
%) war am Operationstag am geringsten (4,2 £ 0,4 %) und wurde am Ende der

Beobachtung nur geringfuigig unterboten (5,5 + 0,4 %).
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Abbildung 26: Leukozytensubpopulationen
Verteilung der Leukozytensubpopulationen vor und nach einem herzchirurgischen Eingriff unter Verwendung der Herz-
Lungen-Maschine.

Innerhalb der Lymphozytensubpopulationen konnten zusatzlich
Verschiebungen beobachtet werden. Der Prozentsatz der CD4-positiven T-
Helfer-Zellen sank von praoperativ 43,6 + 1,4 % auf minimal 30,6 £ 1,7 % am
ersten postoperativen Tag und erreichte am dritten postoperativen Tag 38,8 +
1,7 %. Die Veradnderungen auf Seiten der zytotoxischen T-Lymphozyten
(Ausgangswert: 27,6 = 1,4 %) bestanden in einer postoperativen Abnahme mit

einem Minimum von 22,5 = 1,8% am dritten postoperativen Tag.
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3.2.2 Expression der Adhésionsmolekiile im Beobachtu ngszeitraum

Oberflachenantigen CD4

Das CD4-Antigen auf Lymphozyten veradnderte seine Expression im
perioperativen Verlauf nur geringfligig, ein statistischer Effekt war zwischen
dem OP-Tag und dem ersten postoperativen Tag sowie zwischen ersten und

dritten postoperativen Tag erkennbar.
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Abbildung 27: CD4 Intensitat Lymphozyten perioperat v

Veranderung der Expression des Oberflachenantigens CD4 durch eine Operation unter Einsatz der HLM

Hingegen ergab sich bei den Monozyten gjne signifikante Reduktion der CD4-
Expression durch die HLM-Operation, die am dritten postoperativen Tag noch

nachweisbar war.
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Abbildung 28: CD4 Intensitdt Monozyten perioperativ
Veranderung der Expression des Oberflachenantigens CD4 durch eine Operation unter Einsatz der HLM
(* = p < 0,05 gegeniiber dem Wert vor OP)

Oberflachenantigen CD8

CD8, welches sich v.a. auf Lymphozyten findet, zeigt in seiner Expression
keinen statistisch bedeutenden Effekt. Am ersten postoperativen Tag laRt sich
eine vorubergehende Signalreduktion in der FACS-Analyse dokumentieren,
welche jedoch nicht das Signifikanzniveau erreicht. Bereits am zweiten
postoperativen Tag ist das Ausgangsniveau der Signalintensitat wieder

eingestellt.

CD4/CD8-Quotient der T-Lymphozyten

Das Verhaltnis CD4/CD8-positiver lymphozytéarer Zellen verringerte sich von
praoperativ 1,68 + 0,14 auf minimal 1,34 + 0,11 am ersten postoperativen Tag.
Der Wert am dritten postoperativen Tag lag bei 1,97 £ 0,23 und somit hdher als
praoperativ. Abbildung 30 stellt die Werte dar, die sich signifikant voneinander

unterscheiden.
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Abbildung 29: CD8 Intensitat Lymphozyten perioperat v
Veranderung der Expression des Oberflachenantigens CD8 durch eine Operation unter Einsatz der HLM.
4 CD 4/CD 8-Quotient im perioperativen Verlauf )
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Abbildung 30: CD4/CD8-Quotient der T-Lymphozyten pe  rioperativ
Verdnderung der CD4/CD8-Ratio durch einen herzchirurgischen Eingriff unter Einsatz der HLM
(*=p<005)

Oberflachenantigen CD11a

Nach HLM-Operation kommt es vortibergehend zu einem signifikanten Anstieg

(erster

postoperativer

Tag) der

Expression des Antigens CDlla auf
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Lymphozyten. Am Ende der Beobachtung war das Niveau der Signalintensitat
im Durchflul3zytometer, gegeniiber dem Wert vor der Operation, geringfligig
reduziert.

Die Monozyten exprimierten nach extrakorporaler Zirkulation signifikant weniger
CD11a-Antigen auf ihrer Oberflache mit einem Minimum am Operationstag.
Eine wesentliche Erholung der Antigenexpression stellte sich bis zum dritten
postoperativen Tag nicht ein.

Bei den Granulozyten fand sich ein signifikanter Abfall der CD11a-Expression
am ersten Tag nach HLM-Operation mit einer nachfolgender Zunahme tber das

Ausgangsniveau.
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Abbildung 31: CD11a Intensitét Lymphozyten perioper  ativ
Veranderung der Expression des Oberflachenantigens CD1la durch eine Operation unter Einsatz der HLM
(* = p < 0,05 gegeniiber OP-Wert)
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Monozyten CD 11a im perioperativen Verlauf
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Abbildung 32: CD11a Intensitat Monozyten perioperat v
Veranderung der Expression des Oberflachenantigens CD1la durch eine Operation unter Einsatz der HLM
(* = p < 0,05 gegeniiber dem Wert vor HLM)
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Abbildung 33: CD11a Intensitat Granulozyten periope  rativ
Veranderung der Expression des Oberflachenantigens CD1la durch eine Operation unter Einsatz der HLM
(* = p < 0,05 gegeniiber Wert vor HLM)

Oberflachenantigen CD14

Im perioperativen Verlauf erhdht sich die Expression des Antigens CD14 auf
Monozyten. Am ersten postoperativen Tag wird die hochste Signalintensitat

erreicht (signifikant gegentiber dem praoperativen Wert). Anschliel3end fallt die
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Expression auf Ausgangsniveau ab. Endotoxin-stimulierte Proben zeigen
praoperativ eine deutlich reduzierte Fluoreszenzintensitdt gegenuber den
unstimulierten Patientenproben. Der Stimulationseffekt lal3t Gber die Zeit nach
und am dritten postoperativen Tag ist kein wesentlicher Unterschied zwischen
endotoxinstimulierten und unbehandelten Proben erkennbar. Im Vergleich der

Kurvenverlaufe stellt sich eine Signifikanz nach Hotelling-Spur ein.
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Abbildung 34: CD14 Intensitat Monozyten perioperati v

Veranderung der Expression des Oberflachenantigens CD14 durch eine Operation unter Einsatz der HLM
(* = p < 0,05 gegeniiber dem Wert vor HLM, oberer Stern fiir - LPS, untere Sterne + LPS).

Hotelling-Spur: Signifikanz der LPS-Stimulation p < 0,05.

Die Expression von CD14 auf der Oberfliche von Granulozyten nahm
unmittelbar postoperativ zu, erreichte ihr Maximum am ersten postoperativen
Tag (Wert signifikant verschieden gegeniber praoperativen Wert) und fiel bis
zum Ende des Beobachtungszeitraums wieder auf den Ausgangswert ab. LPS-
Stimulation verursachte eine signifikante Zunahme der Fluoreszenz-intensitat
fur das CD14-Antigen, wobei das Ansprechen der Zellen auf den Stimulus am

ersten und zweiten postoperativen Tag am starksten ausgepragt war.
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Granulozyten CD 14 im perioperativen Verlauf
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Abbildung 35: CD14 Intensitat Granulozyten perioper  ativ

Veranderung der Expression des Oberflachenantigens CD14 durch eine Operation unter Einsatz der HLM
(* = p < 0,05 gegeniiber dem Wert vor HLM, oberer Stern fir - LPS, untere Sterne + LPS)
Hotelling-Spur: Signifikanz der LPS Stimulation p < 0,05.

Oberflachenantigen CD18

Die CD18-Fluoreszenzintensitat auf Lymphozyten war unmittelbar nach
extrakorporaler Zirkulation verringert exprimiert, stieg am ersten postoperativen
maximal an, reduzierte sich bis zum dritten postoperativen Tag und blieb
unterhalb des Ausgangsniveaus.

Auf der Oberflache von Monozyten gab es wahrend der Beobachtung beziglich
des CD18-Antigens keine wesentlichen Veranderungen. Der Wert am dritten
postoperativen Tag war gegenuber dem praoperativen Wert vermindert,
erreichte aber keine statistische Signifikanz. Die CD18-Kurve fur die LPS-
stimulierten Proben verlief annahernd parallel, nach oben verschoben, zu den
unstimulierten Proben. Wahrend der funf Studientage lie3 sich ein
hochsignifikanter Effekt durch den Endotoxinstimulus hervorrufen.

Granulozyten entwickelten nach der HLM-OP einen signifikanten Abfall der
CD18-Antigenitat mit einem Minimum am ersten postoperativen Tag. Ab dem
zweiten Tag nach Operation fand eine leichte Erholung statt, der Wert war
jedoch gegeniuber der praoperativen Probe am Ende der Beobachtung

weiterhin statistisch signifikant reduziert. Der Endotoxinstimulus verursachte
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signifikant verschiedene Werte gegenuber den unstimulierten Proben. Nach
HLM-Operation waren die Werte gegentber dem praoperativen Wert statistisch
signifikant. Am zweiten postoperativen Tag stellt sich in der Stimulationskurve
ein Minimum dar. Hier war das Ergebnis der Stimulation abgeschwéacht. Der

Folgetag brachte einen Anstieg der Stimulierbarkeit.

Lymphozyten CD18 im perioperativen Verlauf
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Abbildung 36: CD18 Intensitat Lymphozyten periopera

Veranderung der Expression des Oberflachenantigens CD18 durch eine Operation unter Einsatz der HLM

tiv

(*=p<0,05)
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Abbildung 37: CD18 Intensitat Monozyten perioperati

Veranderung der Expression des Oberflachenantigens CD18 durch eine Operation unter Einsatz der HLM.

Hotelling-Spur: Signifikanz der LPS Stimulation p < 0,05.
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Granulozyten CD 18 im perioperativen Verlauf
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Abbildung 38: CD18 Intensitat Granulozyten perioper  ativ

Veranderung der Expression des Oberflachenantigens CD18 durch eine Operation unter Einsatz der HLM
(* = p < 0,05 gegeniiber Wert vor HLM)

Hotelling-Spur: Signifikanz der LPS Stimulation p < 0,0001.

Oberflachenantigen HLA-DR

Nach HLM-OP sank die Expression des MHC Klasse Il Moleklls auf der
Oberflache von Lymphozyten bis zum zweiten postoperativen Tag ab
(statistisch signifikant gegeniiber dem Wert vor HLM) und war auch am Ende
der Untersuchung gegentber dem Ausgangswert deutlich verringert.

Die HLA-DR-Expression auf Monozyten reduzierte sich nach der extra-
korporalen Zirkulation auf weniger als ein Drittel der Ausgangsintensitat und
erholte sich bis zum dritten Tag nur marginal. Auch am dritten postoperativen
Tag unterschieden sich die Werte von den praoperativen statistisch signifikant.
Einen Test fur die Immunkompetenz der Monozyten stellt die Stimulation mit
Lipopolysaccharid dar. Dieser ergab eine erschopfte Stimulierbarkeit v.a. am
ersten postoperativen Tag, welche sich ab dem Folgetag besserte. Zu jeder Zeit
rief die Stimulation jedoch einen statistisch hochsignifikanten Effekt hervor.
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Lymphozyten HLA-DR im perioperativen Verlauf
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Abbildung 39: HLA-DR Intensitat Lymphozyten periope rativ
Veranderung der Expression des Oberflachenantigens HLA-DR durch eine Operation unter Einsatz der HLM
(* = p < 0,05 gegeniiber Wert vor HLM).
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Abbildung 40: HLA-DR Intensitédt Monozyten periopera tiv

Veranderung der Expression des Oberflachenantigens HLA-DR durch eine Operation unter Einsatz der HLM
* = p < 0,05 gegenliber Wert vor HLM)

Hotelling-Spur: Signifikanz der LPS Stimulation p < 0,05.
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3.2.3 Monitoring pro- und antiinflammatorischer Pro teine

Antiinflammatorisches Zytokin Interleukin-1-Rezeptor -Antagonist

In der durchfluBzytometrischen Analyse der Monozyten bezuglich ihrer
Interleukin-1-Rezeptor-Antagonist-Produktion resultierten keine signifikanten
Veranderungen der unstimulierten Proben im Untersuchungszeitraum. Dabei ist
zu bericksichtigen, dal3 die Zytokindetektion ohne vorausgehende Stimulation
nur bei entsprechender Halbwertszeit des Zytokins aussagekraftig ist.

Direkt nach HLM-Operation exprimierten stimulierte Monozyten die grof3te
Menge an antiinflammatorischen Zytokin IL-1ra. Gegenluber dem praoperativen
Wert kam es zu einer signifikanten Zunahme. Bereits am ersten postoperativen
Tag verringerte sich der Anteil IL-1ra positiver-Monozyten etwas unter den
Ausgangswert. Bis zum Untersuchungsende erhdhte sich der Prozentsatz

positiver Monozyten wieder deutlich, ohne jedoch ein Signifikanzniveau zu

erreichen.
Anteil IL1-ra positiver Monozyten
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Abbildung 41: Anteil IL-1ra postitiver Ereignisse i n Monozyten perioperativ

Prozentsatz positiver Ereignisse fir intrazellular angefarbtes IL-1ra in Monozyten an den sich im Gate befindenden
Monozytetn im perioperativen Verlauf. (* = p < 0,05 gegeniliber OP-Wert).

Hotelling-Spur: Signifikanz der LPS Stimulation p < 0,0001, Signifikanz im kubischen Kurvenverlauf p < 0,05
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Perioperativer Verlauf von CRP
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Abbildung 42: CRP perioperativ
Veranderung des C-reaktiven Proteins durch HLM-OP. (*= P < 0,05 gegeniiber dem Wert vor HLM)

C-reaktives Protein

Als Ausdruck einer Aktivierung des Immunsystems weisen erhohte CRP-Werte
(Referenzwert < 0,5 mg/dl) auf ein Entzindungsgeschehen hin. Eine
Differenzierung der Atiologie, z.B. bakteriell oder viral ist jedoch nur
eingeschrankt maoglich. Hierfur sind andere Parameter wie z.B. Procalcitonin
oder Lipopolysaccharid-bindendes-Protein besser geeignet.

Das Patientenkollektiv der operierten Kinder zeigte bereits nach dem
chirurgischen Eingriff dezent gestiegene CRP-Werte. Eine deutliche Zunahme,
mit einer statistischen Signifikanz, ergab sich am ersten postoperativen Tag bei
einem Mittelwert von 6,67 = 0,59 mg/dl. Das maximale Mittel stellte sich zwei
Tage nach der Operation ein. Zum dritten postoperativen Tag hin reduzierte
sich die Kurve etwas, wobei sich die Werte weiterhin signifikant von den
Praoperativen unterschieden. Bei allen 20 Patienten wurden pathologische

CRP-Werte gemessen, 15 davon hatten Werte > 10 mg/dl.
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Perioperativer Verlauf Procalcitonin
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Abbildung 43: Procalcitonin perioperativ
Verlauf von Procalcitonin im perioperativen Zeitraum. (* = p < 0,05, ohne Verbindungslinie gegeniiber Wert vor HLM))

Procalcitonin

Die Kurve der Patientengruppe fir Procalcitonin, zeigt ahnlich der CRP-Kurve
einen dezenten Anstieg unmittelbar nach dem chirurgischen Eingriff, das
Maximum (signifikant gegentber pra-OP-Wert und Wert nach HLM) ebenfalls
am zweiten postoperativen Tag, aber einen wesentlich schnelleren Abfall am
dritten Tag nach OP. Bei neun der 20 Patienten konnten PCT-Werte > 1 ng/ml
gemessen werden. Weitere vier Patienten hatten PCT-Werte > 10 ng/ml, drei
davon erhielten bei klinischen Zeichen einer bakteriellen Infektion ein zweites
Antibiotikum.

Die schnelle Kinetik des Procalcitonins a3t sich anhand der Mittelwerte des
Patientenkollektivs in der Darstellung schlecht erkennen, mitunter auch weil bei
manchen Patienten bereits am ersten postoperativen Tag und bei anderen erst
am zweiten postoperativen Tag das Maximum der PCT-Konzentration erreicht

wurde.
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Perioperativer Verlauf von LBP
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Abbildung 44: LPS-bindendes-Protein (LBP) periopera  tiv
Perioperativer Verlauf von LPS-bindenden-Protein (LBP). (* = p < 0,05 gegeniiber Wert vor HLM)

Lipopolysaccharid-bindendes-Protein (LBP)

Das LBP ist ein Akut-Phase-Protein, das die Bindung des Endotoxins an die
Oberflachen der Effektorzellen an den CD14-Rezeptor fordert. Der
Referenzwert fur LBP liegt zwischen 2 — 15 pg/ml. Erhdhte LBP-Werte weisen
auf das Vorhandensein bakterieller Zellwandbestandteile hin und kdnnen Indiz
fur eine bakteriell verursachte Sepsis sein. Im Gegensatz zu Procalcitonin steigt
LBP auch bei lokal begrenzten bakteriellen Infektion an, so dal} es systemisch
nachweisbar wird. Zusammen mit anderen proinflammatorischen Proteinen
kann zwischen systemischen, septischen und schweren lokalen Infektionen
differenziert werden. Erhohte Plasmaspiegel fur das LBP wurden z.B. in
Patienten mit Sepsis, abdominalen Infektionen, SIRS oder mit
kardiopulmonalem Bypass gefunden. (Franke et al., 2005)

Im untersuchten Patientenkollektiv fanden sich nach HLM-OP bei allen 20
Patienten deutlich erhéhte LBP-Spiegel. Am ersten postoperativen Tag liel3 sich
ein starker Anstieg von LBP gegeniber dem Vortag dokumentieren. Der zweite
Tag nach OP erbrachte das Maximum und zum letzten Tag im

Beobachtungszeitraum hin zeigten die Werte im Mittel rlcklaufige Tendenz.
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Tag eins bis drei nach dem chirurgischen Eingriff waren statistisch signifikant

verschieden gegentber dem praoperativen Wert.

Interleukin-6

Abbildung 45 stellt unstimulierte und endotoxinbehandelte Patientenproben im
perioperativen Verlauf dar. Gemald seiner bekannten Rolle in der Induktion
entzindlicher Reaktionen hatte die IL-6 Sekretion ein frihes Maximum gleich
nach der HLM-Operation (p< 0,05). Im weiteren Verlauf waren die IL-6-
Plasmaspiegel abnehmend, jedoch bis zum dritten Tag nach OP im
pathologischen Bereich.

Die Stimulationsfahigkeit der Zellen fur IL-6 hatte ihr Maximum vor der HLM-OP
und reduzierte sich durch diese signifikant. Nach einem Minimum am ersten
postoperativen Tag, erholten sich die Zellen nur langsam bis zum dritten Tag.
Das Ausgangsniveau konnte dabei nicht wiedererreicht werden. Wahrend der
Untersuchung war der Effekt der Endotoxinstimulation auf die Proben stets
hochsignifikant (p < 0,0001).

perioperativer Verlauf von IL-6
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Abbildung 45: IL-6 perioperativ

Darstellung des perioperativen Verlaufs von Interleukin-6 ohne bzw. mit Endotoxineinwirkung.

* = p < 0,05 gegenliber Wert vor HLM).

Hotelling-Spur: Signifikanz der LPS Stimulation p < 0,0001, Signifikanz im linearen Verlauf p < 0,05
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TNF-alpha im perioperativen Verlauf unter Endotoxin  stimulation
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Abbildung 46: TNF-alpha perioperativ
Perioperativer TNF-alpha-Spiegel nach Stimulation mit LPS. (* = p < 0,05 gegeniiber Wert vor HLM)

TNF-alpha

Aufgrund seiner kurzen Halbwertszeit im Bereich von wenigen Minuten, ist
TNF-alpha nur unter den Bedingungen des Endotoxinstimulationstests
dargestellt. Préoperativ reagierten die Proben der Patienten am
ausgepragtesten auf den Stimulus mit einer hohen TNF-alpha-Produktion.
Unmittelbar nach Beendigung der HLM-OP entnommene Blutproben waren in
ihrer Fahigkeit auf den Endotoxinstimulus zu antworten deutlich eingeschrankt.
Ihr Mittelwert stellte das Minimum im Beobachtungszeitraum dar. Im weiteren
Verlauf erfolgte eine langsame, kontinuierliche Erholung der TNF-alpha-
Produktion der stimulierten Proben. Dabei wurde in etwa die Halfte des
Ausgangsniveaus am dritten postoperativen Tag erreicht. Vom OP-Tag bis zum
dritten postoperativen Tag waren die Mittelwerte gegeniiber dem praoperativen

Mittelwert signifikant reduziert.

63



3 ERGEBNISSE

3.3 EinfluRR der HLM und verschiedener Parameter auf

Antigenexpression und pro- sowie antiinflammatorisc he Proteine

Mit Hilfe einer Subanalyse der Daten der Patientengruppe 2 wurde der Einflul3
des Vitiums, der Dauer des HLM-Anschlu3, der tiefsten Koérpertemperatur
wéahrend dieser Zeit, der Korpergréfie und des am hdchsten postoperativ
gemessenen Lactat-Wertes auf die Antigenexpression, das Blutbild sowie auf
pro- und antiinflammatorische Proteine untersucht. Hierfir wurden fir die
dargestellten Parameter die prozentuale Verdnderung der Werte der
postoperativen Probe gegeniber der praoperativen Probe errechnet. In den
Diagrammen findet sich die mittlere prozentuale Verdnderung fur die jeweilige
Subgruppe beziglich eines betrachteten Merkmals, sowie der dazugehérige
SEM.

3.3.1 Vitium

Unter den 20 betrachteten Patienten wurde eine Einteilung nach der
Shuntrichtung ihres Herzfehlers in 3 Gruppen vorgenommen. Gruppe 1 wies
keinen Shunt auf (n=8), in Gruppe 2 (n=9) war der Shunt von links nach rechts
gerichtet und die Gruppe 3 (n=3) einte ein Rechts/Links-Shunt.

In Anbetracht der geringen Fallzahl der Gruppe 3 wurde diese aus den
statistischen Testverfahren ausgeschlossen, zudem von einer Normalverteilung
nicht ausgegangen werden konnte und somit ein Testkriterium nicht erftllt
wurde. Die Darstellung dient dem Aufzeigen eines Trends, der sich so bereits in

verschiedenen Vorarbeiten fand.

In allen drei Patientengruppen kam es zu deutlichen Verdnderungen im
Differentialblutbild mit Zunahme der Gesamtzahl der Leucozyten und des
Anteils der neutrophilen Granulozyten, sowie fast durchwegs signifikante
Abnahmen der Ubrigen Leucozytensubpopulationen. Erythrozyten, Hb und

Thrombozyten wiesen ebenfalls statistisch bedeutsame Verminderungen auf.
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Signifikante Differenzen zwischen der Patientengruppe ohne Shunt und der mit

Links-/Rechts-Shunt ergaben sich fur die Population der Neutrophilen (Abb. 47)
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Abbildung 47: Differential-Blutbild (Vitium)

Prozentuale Veranderung der Leukozyten und der leukozytdren Subpopulationen und des roten Blutbilds sowie der
Thrombozyten nach Beendigung der HLM-OP gegeniiber dem praoperativen Wert in Abhangigkeit von der
Shuntrichtung des Vitiums (n=20).

(* = p < 0,05 gegeniiber dem préoperativen Wert, + = p < 0,05 gegeniiber der anderen Patientengruppe)

Bei den pro- und antiinflammatorischen Proteinen zeigten CRP, PCT und IL-1ra
eine postoperative Zunahme gegenuber den Ausgangswerten, wobei aber
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Patienten mit unterschiedlichen
Vitien bestanden (Abb. 48). Es ergab sich allenfalls ein Trend zu einem
starkeren Anstieg von CRP und PCT bei Rechts-/Links-Shunt.

Beziglich der Antigenexpression ergaben sich beim betrachteten Merkmal
Vitium keine signifikanten Unterschiede zwischen den verschiedenen Gruppen.
Auf der Monozytenoberflache stellte sich unabhangig von der Shuntrichtung
eine deutliche Reduktion der HLA-DR-Expression ein. Demgegeniber fand sich
eine gleichgerichtete Expressionszunahme fur HLA-DR auf der Zellmembran
von Lymphozyten in den 3 Gruppen. Ahnlich verhielt es sich mit dem Antigen

CD 14 auf Granulozyten.
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Abbildung 48: Pro- und antiinflammatorische Protein e (Vitium)

Prozentuale Veranderung der pro- und antiinflammatorischen Proteine nach Beendigung der HLM-OP gegeniiber dem
préaoperativen Wert in Abh&ngigkeit von der Shuntrichtung des Vitiums (n=20). (* = p < 0,05 gegeniiber dem
préoperativen Wert)

4 )

Lymphozyten

100 ~

80 -

60 -

40 -

20 -

Prozentuale Abweichung

¥ad

-20

-40

-60 -

\ ‘Ivitium ohne Shunt OVitium mit Links/Rechts-Shunt EVitium mit Rechts/Links-Shunt \ y

Abbildung 49: Antigenexpression auf der Lymphozyten oberflache (Vitium)

Prozentuale Veranderung der lymphozytaren Oberflaichenantigene nach Beendigung der HLM-OP gegeniber dem
préaoperativen Wert in Abh&ngigkeit von der Shuntrichtung des Vitiums (n=20). (* = p < 0,05 gegeniiber dem
préoperativen Wert)
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Abbildung 50: Antigenexpression auf der Monozytenob erflache (Vitium)

Prozentuale Veranderung der monozytaren Oberflachenantigene nach Beendigung der HLM-OP gegeniiber dem
préaoperativen Wert in Abhéngigkeit von der Shuntrichtung des Vitiums (n=20). (* = p < 0,05 gegeniiber dem
praoperativen Wert)
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Abbildung 51: Antigenexpression auf der Granulozyte noberflache (Vitium)

Prozentuale Veranderung der granulozytaren Oberflachenantigene nach Beendigung der HLM-OP gegeniiber dem
préaoperativen Wert in Abhé&ngigkeit von der Shuntrichtung des Vitiums (n=20). (* = p < 0,05 gegeniiber dem
préoperativen Wert)

3.3.2 HLM-Dauer

Eine weitere Unterteilung in zwei Gruppen wurde nach der Dauer der
extrakorporalen Zirkulation vorgenommen. Hierbei wurde bei 70 Minuten

diskriminiert, so dal3 sich 8 Patienten in der Gruppe, die kurzer und 10
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Patienten in der Gruppe, die langer angeschlossen waren, wiederfanden. Zwei

Patienten liel3en sich aufgrund fehlender Daten nicht zuordnen.

AulRer bei der Leukozytenzahl ergaben sich in beiden Gruppen, bei fast allen
Differential-Blutbild-Parametern, signifikante Veranderungen direkt postoperativ
gegeniber den praoperativen Werten. Lediglich fir die Subpopulation der

Basophilen stellte sich ein signifikanter Unterschied in Abhangigkeit von der

Dauer der extrakorporalen Zirkulation ein (Abb. 52).

Bei der Betrachtung der pro- und antiinflammatorischen Proteine zeigten sich
deutlich Zunahmen fur CRP in beiden Gruppen, fir PCT in der Gruppe mit Uber
70 Minuten Anschluf3zeit (statistisch signifikant) und fur IL-1ra in der Gruppe mit

kirzerer HLM-Dauer. Eine statistische Signifikanz zwischen beiden Gruppen

lie3 sich fir keines der Proteine nachweisen (Abb. 53).
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Abbildung 52: Differential-Blutbild (HLM-Dauer)

Prozentuale Veranderung der Leukozyten und der leukozytaren Subpopulationen und des roten Bluthilds sowie der
Thrombozyten nach Beendigung der HLM-OP gegeniiber dem praoperativen Wert in Abhangigkeit von der HLM-Dauer

(n=18).

(* = p < 0,05 gegeniiber dem praoperativen Wert, + = p < 0,05 gegentber der anderen Patientengruppe)
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Abbildung 53: Pro- und antiinflammatorische Protein e (HLM-Dauer)
Prozentuale Veranderung der pro- und antiinflammatorischen Proteine nach Beendigung der HLM-OP gegeniiber dem
préoperativen Wert in Abhangigkeit von der HLM-Dauer (n=18). (* = p < 0,05 gegeniiber dem praoperativen Wert)
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Abbildung 54: Antigenexpression auf der Lymphozyten oberflache (HLM-Dauer)

Prozentuale Veranderung der lymphozytdren Oberflachenantigene nach Beendigung der HLM-OP gegeniber dem
préoperativen Wert in Abhangigkeit von der HLM-Dauer (n=18). (* = p < 0,05 gegeniiber dem praoperativen Wert)

Ein tendenzieller Unterschied der Expression des Antigens CD8 auf
Lymphozyten zeichnete sich in Abhangigkeit von der Dauer der extrakorporalen
Zirkulation ab, der jedoch nicht das Signifikanzniveau erreicht hat. Wahrend es
bei den <70 Min angeschlossenen Kindern zu einer Zunahme der Expression

kam, verringerte sich diese bei den Patienten mit langerer Anschluf3dauer (Abb.
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54). Gegenlaufig war der Trend bei den Antigenen CD18 und HLA-DR auf der
Oberflache von Granulozyten (Abb. 56).

Innerhalb der Gruppen stellte sich lediglich fur das Antigen HLA-DR auf
Monozyten im Vergleich zum Ausgangswert ein statistisch signifikanter
Unterschied ein (Abb. 55). In Abhangigkeit von der Dauer der extrakorporalen

Zirkulation lief3 sich keine Signifikanz nachweisen.
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Abbildung 55: Antigenexpression auf der Monozytenob erflache (HLM-Dauer)
Prozentuale Veranderung der monozytaren Oberflachenantigene nach Beendigung der HLM-OP gegeniiber dem
préoperativen Wert in Abhangigkeit von der HLM-Dauer (n=18). (* = p < 0,05 gegeniiber dem praoperativen Wert)
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Abbildung 56: Antigenexpression auf der Granulozyte noberflache (HLM-Dauer)
Prozentuale Veranderung der granulozytaren Oberflachenantigene nach Beendigung der HLM-OP gegeniiber dem
praoperativen Wert in Abhangigkeit von der Dauer der HLM (n=18).

3.3.3 Tiefste Korpertemperatur wahrend der HLM-OP
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Abbildung 57: Differential-Blutbild (HLM-Temperatur )

Prozentuale Veranderung der Leukozyten und der leukozytdaren Subpopulationen und des roten Bluthilds sowie der
Thrombozyten nach Beendigung der HLM-OP gegeniiber dem préoperativen Wert in Abhangigkeit von der tiefsten
Koérpertemperatur wahrend der extrakorporalen Zirkulation (n=18). (* = p < 0,05 gegentiber dem praoperativen Wert, + =
p < 0,05 gegeniiber der anderen Patientengruppe)
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Abbildung 58: Pro- und antiinflammatorische Protein e (HLM-Temperatur)

Prozentuale Veranderung der pro- und antiinflammatorischen Proteine nach Beendigung der HLM-OP gegeniiber dem
praoperativen Wert in Abhéngigkeit von der tiefsten Koérpertemperatur wahrend der extrakorporalen Zirkulation (n=18).
(* = p < 0,05 gegeniiber dem praoperativen Wert)
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Abbildung 59: Antigenexpression auf der Lymphozyten oberflache (HLM-Temperatur)

Prozentuale Veranderung der lymphozytaren Oberflaichenantigene nach Beendigung der HLM-OP gegeniber dem
préoperativen Wert in Abhangigkeit von der tiefsten Korpertemperatur wahrend der extrakorporalen Zirkulation (n=18).
(* = p < 0,05 gegeniiber dem préoperativen Wert)
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Abbildung 60: Antigenexpression auf der Monozytenob erflache (HLM-Temperatur)

Prozentuale Veranderung der monozytaren Oberflachenantigene nach Beendigung der HLM-OP gegeniiber dem
praoperativen Wert in Abhéngigkeit von der tiefsten Koérpertemperatur wahrend der extrakorporalen Zirkulation (n=18).
(* = p < 0,05 gegeniiber dem praoperativen Wert)
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Abbildung 61: Antigenexpression auf der Granulozyte noberflache (HLM-Temperatur)

Prozentuale Veranderung der granulozytdren Oberflachenantigene nach Beendigung der HLM-OP gegeniiber dem
préoperativen Wert in Abhangigkeit von der tiefsten Korpertemperatur wahrend der extrakorporalen Zirkulation (n=18).
(* = p < 0,05 gegeniiber dem préoperativen Wert)

Um den Einflul3 der tiefsten Korpertemperatur wahrend der extrakorporalen

Zirkulation zu beurteilen, wurden zwei Patientengruppen gebildet. Die 1.
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Gruppe bestand aus Patienten, deren tiefste Kdrpertemperatur geringer als
27C war (n=6), die 2. Gruppe setzte sich aus Kindern zusammen, deren

Korpertemperatur wahrend des HLM-Anschlusses immer tber 27<C lag (n=12).

Zwischen den beiden Gruppen konnten signifikante Differenzen bezuglich der
Hb-Abnahme und der prozentualen Verteilung der Basophilen beobachtet
werden. Innerhalb der jeweiligen Gruppe stellten sich zahlreiche Signifikanzen

im Vergleich zu den préaoperativen Werten ein (Abb. 57).

Zu starken Anstiegen unmittelbar postoperativ kam es bei den Laborparametern
CRP und PCT und dies in beiden Gruppen, wobei statistisch gesehen nur die
PCT-Veranderung in der Gruppe < 27 signifikant war.

Hier macht sich bemerkbar, dal3 Patienten mit dem grof3eren und komplexerem
Eingriff tiefer abgekuhlt werden, wahrend sie an die Herz-Lungen-Maschine

angeschlossen sind und eine lAngere Maschinendauer haben.

Wahrend es in der Gruppe mit HLM-Temperaturen Utber 27C eher zu einer
Expressionssteigerung fur das Oberflachenantigen HLA-DR auf Lymphozyten
kommt, scheinen niedrigere Temperaturen die HLA-DR-Expression zu
beeintrachtigen. Jedoch lie? sich dieser Effekt bei den Monozyten nicht
nachvollziehen, die sich diesem Antigen gegenuber, zwischen den Gruppen,
sehr indifferent verhalten und nahezu im Mittel den gleichen Rlckgang der
Expressionsintensitat aufzeigten (statistisch signifikant gegentber dem
praoperativen Wert). Ferner sind die Verhdaltnisse bei den Granulozyten zu
diesem Merkmal wiederum umgekehrt, die Expression der Gruppe < 27T
nimmt zu, wahrend die der anderen Gruppe abnimmt. Zwischen den Gruppen
stellte sich kein statistisch signifikanter Effekt ein, was die Oberflachenantigene
auf Leukozyten anbelangt (Abb. 59-61).
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3.3.4 Korpergrol3e

Anhand der Einteilung der Patienten nach der Korpergrol3e, kleiner 100 cm
(n=10) bzw. groRer 100 cm (n=10), konnten keine signifikanten Unterschiede in
Bezug auf die Studienparameter festgestellt werden.

Wahrend die Leucozytenzahl tendenziell bei den groReren Patienten starker
zugenommen hat, stellte sich bei der Subpopulation der Neutrophilen eine
groRere Zunahme auf Seiten der kleineren Patienten ein. Dies entspricht jedoch
nur einer Beobachtung ohne statistischer Signifikanz. Eine deutlichere

Reduktion erfuhren auch die Basophilen der Patientengruppe > 100 cm.
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Abbildung 62: Differential-Blutbild (GroRe)

Prozentuale Veranderung der Leukozyten und der leukozytdaren Subpopulationen und des roten Bluthilds sowie der
Thrombozyten nach Beendigung der HLM-OP gegeniiber dem praoperativen Wert in Abhangigkeit von der KérpergréRe
(n=20). (* = p < 0,05 gegenuiber dem praoperativen Wert, + = p < 0,05 gegenuber der anderen Patientengruppe)

Bei den proinflammatorischen Parametern CRP und PCT kam es in der Gruppe
der kleineren Patienten zu einer ausgepragteren prozentualen Zunahme,
jedoch lie3 sich auch hier keine statistische Signifikanz nachweisen. Die
Synthese von IL-1ra war bei den grol3eren Kindern starker erhoht als in der
Gruppe < 100 cm. Aufgrund der grof3en Varianz zeigte sich bei den Zytokinen

und Akut-Phase-Proteinen kein statischer Effekt (Abb. 63).
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Abbildung 63: Pro- und antiinflammatorische Protein e (GroRe)

Prozentuale Veranderung der pro- und antiinflammatorischen Proteine nach Beendigung der HLM-OP gegeniiber dem
préoperativen Wert in Abhangigkeit von der KoérpergroRe (n=20).

* = p < 0,05 gegenliber dem préaoperativen Wert)
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Abbildung 64: Antigenexpression auf der Lymphozyten oberflache (Grof3e)

Prozentuale Veranderung der lymphozytaren Oberflaichenantigene nach Beendigung der HLM-OP gegeniber dem
préoperativen Wert in Abhangigkeit von der KoérpergroRe (n=20). (* = p < 0,05 gegentiber dem praoperativen Wert)
Signifikanzen ergaben sich auch nicht bei der Betrachtung der
Oberflachenantigene auf Lymphozyten, weder innerhalb der Gruppen noch

dazwischen. Graphisch aufféllig stellte sich die Veranderung des HLA-DR-
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Antigens dar. Hierbei kam es im Mittel bei den gréRReren Kindern zu einer
deutlichen Zunahme, wahrend die Gruppe < 100 cm eher eine Abnahme
aufwies (Abb. 64).
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Abbildung 65: Antigenexpression auf der Monozytenob erflache (Grof3e)

Prozentuale Veranderung der monozytaren Oberflachenantigene nach Beendigung der HLM-OP gegeniiber dem
praoperativen Wert in Abhangigkeit von der KérpergroRe (n=20). (* = p < 0,05 gegeniiber dem praoperativen Wert)

Ein sehr einheitliches Bild boten die beiden Gruppen bezlglich der Reduktion
der Intensitat der HLA-DR-Expression auf Monozyten, die in sich aufgrund des
kleinen SEM sehr homogen war und somit innerhalb der Gruppen eine
statistisch signifikante Veranderung gegentiber dem préaoperativen Wert erreicht
wurde.

Die extrakorporale Zirkulation bewirkte auf der Oberflache der Granulozyten
eine Zunahme der Expressionsintensitat des Antigens CD14, dies im starkeren
Ausmal3e auf Seiten der Gruppe > 100 cm. Umgekehrt verhélt es sich mit dem
Antigen CD18, welches tendenziell geringer reduziert exprimiert wird bei den

kleineren Patienten.
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Abbildung 66: Antigenexpression auf der Granulozyte noberflache (GroRe)
Prozentuale Veranderung der granulozytdren Oberflachenantigene nach Beendigung der HLM-OP gegeniiber dem
préoperativen Wert in Abhangigkeit von der KoérpergroRe (n=20). (* = p < 0,05 gegentiber dem préoperativen Wert)

3.3.5 Hochster postoperativer Lactatwert

Ferner wurden die 20 Patienten, die sich einer HLM-OP unterzogen hatten,
nach ihrem hochsten postoperativen Lactatwert unterschieden. Es wurden zwei
Gruppen gebildet: 1. Patienten mit einem maximalem postoperativen Lactat < 3
mmol/l (n=13) und 2. Patienten, bei denen nach der OP ein Lactatwert von > 3
mmol/l gemessen wurde (n=7).

Bezuglich der Veranderungen in der Subpopulation der Basophilen ergab sich
zwischen den beiden Gruppen ein statistisch signifikanter Unterschied.
Weiterhin fanden sich postoperativ signifikante Ab- und Zunahmen in beiden
Patientengruppen bei der Verteilung der Leukozytensubpopulationen sowie bei
den Erythrozyten und den Thrombozyten (Abb. 67).

Eine statistische Signifikanz stellte sich bei der Veranderung der PCT-Werte
zwischen den Gruppen ein. Wahrend Patienten, die weniger Lactat nach der
OP entwickelten, auch nur geringfugige Verdnderungen PCT betreffend
aufzeigten, hatten jene, die ein Lactat > 3 mmol/l boten, immense PCT-

Zunahmen. Auch scheint in der Lactat > 3 mmol/l-Gruppe die Zunahme der
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Expression des antiinflammatorisch  wirkenden Interleukin-1-Rezeptor-
Antagonisten auszubleiben (Abb. 68).
In der Patientengruppe mit den héheren Lactatwerten reduzierte sich die CD4-
Antigen-Expression auf der Oberflache von Lymphozyten statistisch signifikant
gegeniber den préoperativen Werten, wahrend es bei der anderen Gruppe
kaum zu Veranderungen der Expressionsintensitat kam, so dal3 zwischen den
beiden Gruppen ein statistisch signifikanter Unterschied bestand (Abb. 69).
Auch bei den Monozyten fand sich eine statistisch signifikante Abnahme der
CD4-Expression fur die Patienten mit einem Lactat > 3 mmol/l, hier verhielt sich
jedoch die andere Gruppe gleichgerichtet. Ebenso bewirkte die extrakorporale
Zirkulation eine deutliche Reduktion der HLA-DR-Antingenexpression auf
Monozyten, die in beiden Gruppen das Signifikanzniveau erreichte (Abb. 70).
Die Veranderungen in der Oberflachen-Antigen-Expression der Granulozyten
waren nur bezuglich CD 14 gleichgerichtet, ansonsten waren sie zwischen den
beiden Patientengruppen gegenlaufig, jedoch statistisch nicht signifikant (Abb.
71).
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Abbildung 67: Differential-Blutbild (Lactat)

Prozentuale Veranderung der Leukozyten und der leukozytdren Subpopulationen und des roten Blutbilds sowie der
Thrombozyten nach Beendigung der HLM-OP gegeniuber dem préaoperativen Wert in Abhéngigkeit vom hdchsten
postoperativen Lactatwert (n=20). (* = p < 0,05 gegeniiber dem praoperativen Wert, + = p < 0,05 gegeniiber der
anderen Patientengruppe)
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Abbildung 68: Pro- und antiinflammatorische Protein e (Lactat)

Prozentuale Veranderung der pro- und antiinflammatorischen Proteine nach Beendigung der HLM-OP gegeniiber dem
préoperativen Wert in Abhangigkeit vom hdchsten postoperativen Lactatwert (n=20).

(* = p < 0,05 gegeniiber dem praoperativen Wert, + = p < 0,05 gegeniber der anderen Patientengruppe)
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Abbildung 69: Antigenexpression auf der Lymphozyten oberflache (Lactat)

Prozentuale Veranderung der lymphozytdren Oberflachenantigene nach Beendigung der HLM-OP gegeniber dem
praoperativen Wert in Abhangigkeit vom héchsten postoperativen Lactatwert (n=20). (* = p < 0,05 gegeniber dem
préoperativen Wert, + = p < 0,05 gegeniiber der anderen Patientengruppe)
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Abbildung 70: Antigenexpression auf der Monozytenob erflache (Lactat)

Prozentuale Veranderung der monozytaren Oberflachenantigene nach Beendigung der HLM-OP gegeniiber dem
praoperativen Wert in Abhangigkeit vom grof3ten postoperativen Lactatwert (n=20). (* = p < 0,05 gegenuber dem
praoperativen Wert)
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Abbildung 71: Antigenexpression auf der Granulozyte noberflache (Lactat)

Prozentuale Veranderung der granulozytaren Oberflachenantigene nach Beendigung der HLM-OP gegeniiber dem
préoperativen Wert in Abh&ngigkeit vom héchsten postoperativen Lactatwert (n=20). (* = p < 0,05 gegeniiber dem
praoperativen Wert, + = p < 0,05 gegentiiber der anderen Patientengruppe)
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3.3.6 EinfluR auf die Endotoxinstimulation

In der nachfolgenden Analyse soll dargestellt werden, inwiefern die bereits in
den vorangegangenen Abschnitten behandelten Merkmale wie Korpergrof3e,
HLM-Dauer, tiefste Korpertemperatur wahrend der HLM, hdchster
postoperativer Lactatwert und die Art des Vitium einen Einflul3 auf die Reaktion
durch den Stimulus Endotoxin bewirken. Die Auswertung erfolgte wie unter 3.3
beschrieben. Die Darstellung schlief3t alle Laborparameter ein, die in dieser
Arbeit untersucht wurden und bei der Zellantwort auf Lipopolysaccharid beteiligt

sind.

Vitium

Die Blutproben der Patienten mit einem Links/Rechts-Shunt, sowie solche mit
einem Rechts/Links-Shunt wiesen nach Stimulation mit LPS eine starke
Abnahme der Synthese von Interleukin-6 auf, wahrend es bei Blutproben von
Patienten ohne Shunt zu einer Zunahme gegentber den praoperativen Werten
kam. Das Signifikanzniveau wurde, wiederum wegen der kleinen Fallzahl der
Patienten mit Rechts/Links-Shunt, nur zwischen der Gruppe ohne Shunt und
der mit Links/Rechts-Shunt erreicht. Eine signifikante Differenz ergab sich fur
TNF-a zwischen den Patientengruppen ohne Shunt und jener mit Links/Rechts-
Shunt. Die Reduktion des Stimulationsergebnisses nach der extrakorporalen
Zirkulation war bei den Patienten ohne Shunt im Vergleich zu den anderen

Kollektiven weniger ausgepragt (Abb. 72).
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Abbildung 72: Darstellung der Reaktion auf Endotoxi n (Vitium)

Prozentuale Veranderung verschiedener Laborparameter nach Beendigung der HLM-OP gegeniiber dem préoperativen
Wert in Abhangigkeit von der Shuntrichtung des Vitiums (n=20). (* = p < 0,05 gegeniiber dem praoperativen Wert, + = p
< 0,05 gegentiber der anderen Patientengruppe)
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Abbildung 73: Darstellung der Reaktion auf Endotoxi n (HLM-Dauer)

Prozentuale Veranderung verschiedener Laborparameter nach Beendigung der HLM-OP gegeniiber dem préoperativen
Wert in Abhangigkeit von der HLM-Dauer (n=18). (* = p < 0,05 gegeniber dem praoperativen Wert, + = p < 0,05
gegenuber der anderen Patientengruppe)
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Bei Patienten mit klrzerer Anschlu3dauer an die extrakorporale Zirkulation
fuhrte die Inkubation mit LPS zu einer reduzierten Expressionsintensitat des
CD14-Antigens auf der Oberflache von Monozyten gegeniber den
praoperativen Messungen. Hingegen stellte sich bei der Gruppe mit der
langeren HLM-Dauer eine signifikante Zunahme ein, wodurch sich ein ebenfalls
signifikanter Unterschied zwischen den beiden Patientengruppen beztiglich des
Oberflachenantigens CD14 ergab. Tendenziell scheinen die Blutproben, aus
dem Kollektiv der kirzer an die HLM angeschlossenen Patienten, in der Lage
zu sein, auf einen Endotoxinstimulus hin, starker Interleukin-1-ra zu exprimieren
als jene aus der Gruppe mit langerer Anschluf3zeit. Bei den unter
Laborbedingungen behandelten Blutproben der letzteren Patienten kam es im
Vergleich der stimulierten Proben vor und unmittelbar nach der Operation zu
einer signifikanten Zunahme der Expressionsintensitat fur CD14 bei
Granulozyten, welche bei den unstimulierten Proben unterhalb des
Signifikanzniveaus blieb. Auch die Abnahme der CD18-Intensitat war im

Vergleich der stimulierten Proben fir die Gruppe < 70 min signifikant.
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Abbildung 74: Darstellung der Reaktion auf Endotoxi n (HLM-Temperatur)

Prozentuale Veranderung verschiedener Laborparameter nach Beendigung der HLM-OP gegeniiber dem praoperativen
Wert in Abhéngigkeit von der tiefsten Korpertemperatur wahrend der extrakorporalen Zirkulation (n=18). (* = p < 0,05
gegeniber dem praoperativen Wert, + = p < 0,05 gegentiber der anderen Patientengruppe)
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Die Blutproben der Patienten, welche wahrend der HLM-OP eine
Korpertemperatur von 27<C unterschritten haben, reagi erten abgeschwacht auf
den Endotoxinstimulus beziiglich der Synthese von Interleukin-1ra im Vergleich
zu der Gruppe > 27<C. Dies laf3t sich mit der Beobachtun g aus Abbildung 73 in
Einklang bringen. Patienten die langer an die HLM angeschlossen waren,
wurden gleichzeitig auf tiefere Temperaturen herunter gekthlt, um den Eingriff

besser zu tolerieren.

Korpergrol3e

Abbildung 75 zeigt auf, dal3 sich fur die Patientengruppen, die nach der
Korpergrof3e gebildet wurden, keine Signifikanz zwischen den Gruppen
einstellte.

Bei kleineren Patienten fuhrte der Endotoxinstimulus nach extrakorporaler
Zirkulation zu einer deutlich reduzierten Reaktion, so dal? sich die Synthese der
proinflammatorischen Zytokine TNF-a und Interleukin-6 deutlich verminderte.
Die Expressionszunahme von Interleukin-1ra in der Gruppe < 100 cm

Korpergrol3e war geringer als bei den gro3eren Patienten.
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Abbildung 75: Darstellung der Reaktion auf Endotoxi n (GroRe)

Prozentuale Veranderung verschiedener Laborparameter nach Beendigung der HLM-OP gegeniiber dem préoperativen
Wert in Abhangigkeit von der Korpergrof3e (n=20). (* = p < 0,05 gegeniber dem praoperativen Wert, + = p < 0,05
gegenuber der anderen Patientengruppe)
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Abbildung 76: Darstellung der Reaktion auf Endotoxi n (Lactat)

Prozentuale Veranderung verschiedener Laborparameter nach Beendigung der HLM-OP gegeniiber dem préoperativen
Wert in Abhangigkeit vom hochsten postoperativen Lactatwert (n=20). (* = p < 0,05 gegenlber dem praoperativen Wert,
+ = p < 0,05 gegeniiber der anderen Patientengruppe)

Fir die Unterscheidung im Merkmal héchster postoperativer Lactatwert ergaben
sich keine Signifikanzen zwischen den Gruppen. Auch graphisch zeigten sich

keine auffalligen, richtungsweisenden Tendenzen.
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4 Diskussion

4.1 Stickstoffmonoxid-Inhalation und Immunkompetenz

Es wurden 20 Blutproben von Kindern mit angeborenen Herzfehlern, welche
einer elektiven Herzkatheter-Untersuchung unterzogen wurden mit zwei
verschiedenen NO-Konzentrationen (0O und 100 ppm) fir 45 Minuten inkubiert
und anschlief3end mit O bzw. 1pg/ml LPS stimuliert. Die Inkubation mit 100 ppm
NO ergab weder einen relevanten Einfluss auf die Oberflachentigene (CD 4, CD
8, CD 11a, CD14, CD 18, HLA-DR) der Leukozyten, noch zeigte sie eine
veranderte Zytokinexpression nach Endotoxinstimulation gegenuber den mit O
ppm NO inkubierten Proben. Einschrdnkend ist zu erwahnen, dass die
Inkubationsdauer wesentlich kirzer war als bei klinischer Anwendung Ublich,
welche z.B. in der Abteilung fur Kinderkardiologie der Universitat Tubingen, bei
Patienten mit pulmonaler Hypertonie 4,3 +/- 0,4 Tage betragt (Breuer, 1998).
KUBES wies jedoch bereits bei einer Inkubationsdauer von 30 min
Veranderungen der Leukozyten nach (Kubes et al., 1991). Andererseits wurde
die Dosis wesentlich hoher gewahlt, da in-vitro Untersuchungen signifikante
Alterationen der Leukozytenantigene CD 4, CD 11a, CD 11b und CD 18 erst ab
einer NO-Konzentration von 100 ppm nachweisen konnten (Knies, 1999).

Die von KNIES beschriebenen signifikanten Verdnderungen konnten nicht
bestétigt werden, jedoch sind die Resultate konform mit den Ergebnissen von
OPDAHL. Nach Inhalation von 40 ppm NO fir 35 min und ex-vivo-Stimulation
der Blutproben mit LPS, stellten sich keine NO-bedingten Abweichungen in der
Expression der Adh&sionsmolekile CD 11a, CD 11b und CD1llc der
neutrophilen Granulozyten und Monozyten ein. Auch die CD14- und HLA-DR-
Expression blieb unverandert. Im Gegensatz zur voliegenden Arbeit wurde von
OPDAHL eine (gesteigerte TNF-alpha-Produktion nach NO-Inhalation
beschrieben (Opdahl, 2000).
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Anhand dieser Ergebnisse finden sich keine Hinweise auf eine wesentliche
Beeintrachtigung der Immunkompetenz der Leukozyten durch NO, da es weder
zu einer reduzierten Expression Antigen-prasentierender Oberflachen-
rezeptoren, noch zu einer Veranderung der Zytokinsynthese gekommen ist.
Ebenso ist festzustellen, dass die Migrationsfahigkeit der Leukozyten, aufgrund
der gleichgebliebenen alpha- (CD 11a) und beta (CD 18)-Untereinheiten des
Integrinkomplexes, funktionell nicht beeintrachtigt zu sein scheint. Eine
Limitierung der Untersuchung ergibt sich auch aus der Tatsache, dass die
Versuche mit einem in-vitro-Modell durchgefuhrt wurden, welches die komplexe

Interaktion im Organismus nicht vollstdndig abbilden kann.

4.2 Herz-Lungen-Maschinen-OP, systemische Entzindungs  reak-

tion und Immunkompetenz

4.2.1 Allgemeine Aspekte

Zahlreiche Untersuchungen befassen sich mit den imflammatorischen
Vorgangen nach herzchirurgischen Eingriffen und versuchen mitunter zwischen
den Auswirkungen des chirurgischen Traumas und der extrakorporalen
Zirkulation zu unterscheiden. Anhand eines Tiermodells untersuchte BRIX-
CHRISTENSEN, die Zytokinexpression, CRP- und Zytokin-Plasmaspiegel,
Leukozyten-Chemotaxis und CD18-Expression bei kleinen Schweinen die
entweder an die HLM angeschlossen wurden ohne gleichzeitige Herzchirurgie
oder nur einer Sternotomie zugefuhrt wurden. Es stellte sich heraus, dass
alleine durch den Anschluss an die HLM, die Zytokinspiegel fur IL 8 und IL-10
erhbht waren, sowie eine reduzierte Leukozyten-Chemotaxis vorlag (Brix-
Christensen et al., 2001).

DEHOUX beschreibt eine frihe und transiente, reduzierte ex-vivo

Zytokinproduktion auf einen LPS-Stimulus hin, nach Operationen unter Einsatz
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der HLM, welche in einem extrakorporalen Kreislaufmodell imitiert werden
konnte (Dehoux et al., 2000)

Andere Veroffentlichungen widersprechen diesen Ergebnissen und sehen das
chirurgische Trauma und den Reperfusionsschaden, und weniger die HLM, als
dominierende Faktoren der immunologischen Antwort und der akuten Phase-
Reaktionen an (Franke et al., 2005). TARNOK konnte keine Unterschiede in
den Serumkonzentrationen der Zytokine IL-6 und IL-8 bei péadiatrischen
Patienten herausarbeiten, welche mit oder ohne Verwendung der HLM am
Herzen operiert wurden (Tarnok et al., 1999).

Ein exaktes Verstdndnis der pro- und anti-inflammatorischen Vorgange,
assoziiert mit der Korrektur angeborener  Herzfehler, ist die
Grundvoraussetzung fur die Entwicklung effektiver therapeutischer MaRnahmen

bei schweren Féallen von SIRS mit MODS oder Sepsis.

4.2.2 Leukozytensubpopulationen

Als Ausdruck einer unspezifischen Aktivierung des Immunsystems durch den
herzchirurgischen Eingriff, waren unmittelbar postoperativ Leukozytenzahl und
CRP signifikant erhoht. Deutliche Veranderungen in der Verteilung der
Leukozytensubpopulationen stellten sich postoperativ ein, mit ausgepréagter
Zunahme der Neutrophilen bis zum 1.postoperativen Tag und gleichzeitiger
Abnahme der Ubrigen Subpopulationen, v.a. der Monozyten. In der Literatur
sind ahnliche Leukozytenverteilungen beschrieben (Tarnok et al., 1997)

Ursachlich fur diese Veradnderungen durfte das Abwandern aktivierter
Lymphozyten und Monozyten ins lymphatische oder subendotheliale Gewebe
sein, sowie das Anhaften an kunstlichen Oberflachen in der HLM bzw. dem
Membranoxygenator, mit konsekutivem Verlust im peripheren Blut. Auch tragen
erhohte Plasmazytokinspiegel, wie z.B. von IL-8, welches die Chemotaxis

steigert, zur Sequestration der Leukozyten bei (Brancaccio et al., 2005).
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Als Hinweis auf eine transiente Immunsuppression ist der am 1. postoperativen
Tag reduzierte CD4/CD8-Quotient zu werten, welcher am 3. postoperativen
Wert nahezu den Ausgangswert wiedererlangte. Hierzu finden sich in der
Literatur konforme Ergebnisse mit ebenfalls minimaler CD4/CD8-Ratio 24h
postoperativ (Habermehl et al., 2003, Tarnok et al., 1997). Dartber hinaus
stellte die Arbeitsgruppe um BOCSI eine Dysbalance der T-Helferzellen
(TH1L/TH2) nach Verwendung der HLM fest, mit Uberwiegen der TH2-
Subpopulation und erhdhten anti-inflammatorischen IL-10-Plasmaspiegeln, als
typisches Sekretionsprodukt der TH2-Lymphozyten. Dagegen fand sich in der
FACS-Analyse eine reduzierte IFN-gamma-Expression in den TH1-
Lymphozyten. Bei den Patienten, deren Herzfehler ohne Einsatz der HLM
korrigiert werden konnte, traten diese Verdnderungen der TH1/TH2-
Subpopulalationen nicht auf, so dass von einem, fur die extrakorporale
Zirkulation, typischem Effekt ausgegangen werden kann (Bocsi et al., 2006).
Erniedrigte IFN-gamma- und erhghte IL-10-Spiegel fihren zu einer Abnahme
der HLA-DR-Expression und einem Uberwiegen der Antiinflammation mit
konsekutiv geschwachter Immunkompetenz. Damit einhergehend ist eine
erhohte Gefahr flr das Auftreten opportunistischer Infektionen und ein hdheres

Risiko fur postoperative Komplikationen (Gessler et al., 2005).

4.2.3 Antigenexpression

Grundsatzlich waren alle untersuchten Leukozytenoberflachenantigene des
Patientenkollektivs, nach herzchirurgischem Eingriff unter Einsatz der HLM,
verandert.

Wahrend die Fluoreszenzintensitat fur CD11a/CD18 der Lymphozyten
unmittelbar postoperativ reduziert war, kam es am 1. postoperativen Tag zu
einer vorubergehenden Intensitdtszunahme Uber das praoperative Niveau
hinaus. Bereits am 2. postoperativen Tag entsprachen die Intensitaten wieder

den unmittelbar postoperativen Werten. Die HLA-DR-Expression der
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Lymphozyten nahm bis zum 2. postoperativen Tag kontinuierlich ab und erholte
sich bis zum 3. postoperativen Tag nur geringfugig.

Der Verlauf der perioperativen Fluoreszenzintensitatskurve des Oberflachen-
antigens CD11a fur Monozyten entsprach weitestgehend, der des Antigens
CD18, jedoch verringerte sich die Fluoreszenz fir CD 11a deutlicher, mit einem
Minimum, ebenso wie bei den Lymphozyten, unmittelbar postoperativ.
Gegenlaufig verhielten sich die Kurven der CD 14- und HLA-DR-Expression auf
Monozyten. So lag das Maximum der HLA-DR-Expression praoperativ vor,
gerade zum Zeitpunkt der geringsten CD 14-Intensitat. Diese wiederum war am
1. postoperativen Tag am hdchsten, wahrend die HLA-DR-Expression maximal
supprimiert war. Generell sind wenig Daten zur HLA-DR-Expression nach
herzchirurgischen Eingriffen unter Einsatz der HLM bei Kindern verfligbar.
Ahnlich den vorliegenden Daten berichte ALLEN (ber eine minimale
postoperative HLA-DR-Expression 24-72 Stunden nach Beendigung der
extrakorporalen Zirkulation, wobei die Patienten welche langer als funf Tage
intensivmedizinische Behandlung bendtigten, eine signifikant niedrigere HLA-
DR-Expression aufwiesen. Eine erniedrigte HLA-DR-Expression (< 60% HLA-
DR+ Monozyten) wurde als unabhé&ngiger Pradiktor fir die Entwicklung einer
SIRS bzw. einer Sepsis beschrieben, wobei interessanterweise praoperativ kein
Unterschied in der Anzahl der HLA-DR+ Monozyten bestand zwischen den
Patienten mit langem und kurzem Aufenthalt auf der Intensivstation, jedoch
bereits die Patienten mit unkompliziertem postoperativen Verlauf eine
signifikant hohere Fluoreszenzintensitat fur HLA-DR aufwiesen (Allen et al.,
2002). Bei zwei von den vier Patienten dieser Arbeit, welche ein zweites
Antibiotikum bendétigten, konnte man bereits praoperativ, eine im Vergleich zu
den anderen Patienten geringere HLA-DR-Fluoreszenzintensitat messen.
Einschrankend ist hinzuzufiigen, dal3 es sich hierbei um eine Beobachtung
handelt ohne statistische Signifikanz.

Dabei konnte die HLA-DR-Expression eine Folge lokaler
Zytokinkonzentrationen, und indirekt ein Marker ftr das Vorherrschen pro- (IFN-
gamma und TNF-alpha erhohen die HLA-DR-Expression) bzw. anti-

inflammatorischer Zytokine (IL-10) sein (Zhou et al., 1997; Koppelman et al.,
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1997). IL-10 inhibiert den letzten Schritt der Exozytose von HLA-DR und des
Recyclings bestehender Oberflachen HLA-DR. Kongruente Kurvenverlaufe der
CD11a/CD18- Expression fanden sich auch fir Granulozyten mit der jeweils
geringsten Fluoreszenzintensitat am 1. post-operativen Tag. Zur reduzierten
CD11a/CD18 Fluoreszenzintensitat unmittelbar postoperativ, tragen u.a.
Faktoren, wie das Anheften der aktivierten Zellen an die Oberflachen des
extrakorporalen Kreislaufes, sowie die Transmigration ins Gewebe bei. Auch
hierzu finden sich in der Literatur widerspruchliche Aussagen von
gleichbleibender bis gesteigerter Expression nach HLM (Brix-Christensen,
2001a; Gessler et al., 2002). Erklarungen hierfur liegen in den unterschiedlichen
Zeitpunkten der Probengewinnung, der angewandten Technik der
Durchflusszytometrie und der zur Auswertung herangezogenen Parameter, die
je nach Untersuchung zwischen mittlerer Fluoreszenzintensitat, Median der
Fluoreszenzintensitat und Prozentsatz der Zellen, welche ein spezielles
Oberflachenantigen exprimieren, variieren, so dass keine absolute

Vergleichbarkeit zwischen den einzelnen Studien gegeben ist.

424 Pro- und antiinflammatorische Marker

Neben den bereits in Abschnitt 4.2.2 erwéhnten Zeichen einer unspezifischen
Aktivierung des Immunsystems, war es Ziel dieser Arbeit, genauere Information
Uber das Sekretionsmuster pro- und anti-inflammatorischer Zytokine, nach
Korrektur angeborener Herzfehler unter Einsatz der HLM, zu gewinnen. Ferner
wurde die perioperative Kinetik neuerer inflammatorischer Marker wie
Procalcitonin (PCT) und Lipopolysaccharid-bindendes-Protein (LBP) mit
herkbmmlichen Parametern verglichen, vor dem Hintergrund einer genaueren

Differenzierung einer HLM-bedingten SIRS von einer Sepsis..

Die durchflusszytometrische Analyse der Endotoxin-stimulierten Monozyten,
hinsichtlich  ihrer Interleukin-1-Rezeptor-Antagonist-Synthese, ergab ein
unmittelbar postoperatives Maximum fir das Kollektiv. Bereits einen Tag spater

war der Anteil IL-1ra positiver Monozyten niedriger als préaoperativ, erreichte
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damit sein Minimum und stieg zum Ende der Untersuchung hin wieder deutlich
an. Untermauern lassen sich diese Ergebnisse mit neueren Untersuchungen,
die von einem Vorherrschen der Antiinflammation postoperativ ausgehen (Bocsi
et al., 2006). Auch die hier bereits erwahnte postoperativ beeintréchtigte HLA-

DR-Expression lasst sich mit dieser Hypothese in Einklang bringen.

Das Zytokin Interleukin-6 (IL-6) ist bei Gesunden im Blut nicht nachweisbar.
Kommt es zu einer systemischen Inflammation steigt seine Konzentration im
Blut sehr schnell an, so dass es z.B. bei herzchirurgischen Eingriffen bereits
kurz nach Beendigung, seine hdochste Konzentration erreicht (Antonelli et al.,
1999; Dehoux et al., 2000). Das bestétigte sich auch in dieser Untersuchung,
deren Patientenkollektiv in den unmittelbar postoperativen Blutentnahmen die
maximalen Werte des Beobachtungszeitraumes fur IL-6 aufwies.
Mdoglicherweise tragt das Myokard, das haufiger in der Literatur als Ursprung
proinflammatorischer Zytokine angefihrt wird, zum sehr schnellen Anstieg bei
(Wan et al., 1997).

Ebenfalls untersucht wurde das proinflammatorische Zytokin TNF-alpha,
welches jedoch nur in den Endotoxin-stimulierten Patientenproben bestimmt
wurde, da es als Klinischer Routineparameter aufgrund seiner kurzen
Halbwertszeit nicht geeignet ist, und sich in der Literatur sehr inkonsistente
Ergebnisse zu TNF-alpha nach Herzchirurgie finden (Brix-Christensen, 2001a;
Dehoux, 2000). Es wird daher im Abschnitt 4.2.5 abgehandelt.

Beide Zytokine zusammen, IL-6 wie TNF-alpha, triggern die Synthese und
Freisetzung von CRP aus Hepatozyten, wodurch sich auch die hier
beschriebene, im Vergleich zu IL-6, deutlich verzbgerte Kinetik erklart.

Bei der Betrachtung der Akut-Phase-Proteine CRP, LBP und PCT fiel zunachst
eine sehr ahnliche Kinetik der Mittelwerte der Kohorte mit Erreichen des
jeweiligen Maximums am 2. postoperativen Tag auf. Wahrend CRP und PCT
sofort postoperativ ansteigen, war LBP zunachst leicht fallend. Hierfir kdnnte

die Tatsache ursachlich sein, dass LBP ein Co-Faktor fir die Bindung von LPS
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an monozytare CD 14-Rezeptoren ist (Fenton und Golenbock, 1998). Einen
identischen Verlauf fir LBP nach herzchirurgischen Eingriffen an Kindern stellte
die Arbeitsgruppe um LEQUIER fest mit Nachweis einer Endotoxamie bei 96%
der Studienpatienten und Anstieg des LBP uber den Referenzwert (Lequier et
al., 2000). In der vorliegenden Arbeit war LBP bei allen 20 Patienten weit tber
die Norm erhoht. Ursachlich fur die Endotoxamie und konsekutiv erhohte LBP-
Plasmaspiegel konnten sein u.a. das Vorhandensein von Endotoxin im
extrakorporalen Kreislauf, sowie die Translokation von Endotoxin aus dem
Darmlumen wéahrend der extrakorporalen Zirkulation aufgrund einer
Darmminderperfusion (Riddington et al., 1996; Wan et al.,, 1997). Die
Bestimmung von LBP lasst somit keine relevanten Kklinischen Vorteile
gegenuber CRP erkennen, bei Patienten nach operativer Korrektur ihres
angeborenen Herzfehlers.

Auffallend war ferner ein schnelleres Absinken von PCT zum 3. postoperativen
Tag hin, gegeniber CRP und LBP. 13 der Patienten erreichten im
Beobachtungszeitraum PCT-Werte Uber der Norm, davon hatten vier Patienten
deutlich erhdéhte Werte > 10 ng/ml. Wiederum drei der vier Patienten erhielten
wegen des V.a. eine bakterielle Infektion ein zweites Antibiotikum.
Interessanterweise wies bei jenen Patienten PCT bereits 24 Stunden vor
Intensivierung der Antibiose, im Verlauf einen deutlichen Anstieg auf, der sich
bei CRP und LBP erst 24 h spater einstellte. PCT kdnnte sich daher als
wertvoller Marker fir die Differenzierung einer SIRS von einer Sepsis erweisen,
weil es im Gegensatz zu CRP und LBP postoperativ scheinbar nur dann
deutlich ansteigt, wenn eine bakterielle Infektion vorliegt. Daraus liel3en sich
wichtige therapeutische Vorteile ableiten, da frihzeitiger eine beginnende
Sepsis erkannt wirde.

Da sich aber auch bei Patienten nach operativer Korrektur eines angeborenen
Herzfehlers, PCT-Werte ergeben, die sonst mit bakteriellen Infektionen
verbunden werden, ohne dass aufgrund klinischer und sonstiger
laborchemischer Parameter davon ausgegangen werden kann, dass eine
solche vorliegt (Michalik et al. 2006), ist der bisherige Referenzbereich nicht

geeignet zur Unterscheidung einer SIRS von einer Sepsis. Die Schwierigkeit
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liegt nun darin abzugrenzen, bis zu welchem PCT-Level eine Erhdéhung als
HLM-assoziiert zu werten ist und ab welchen Werten von einer Sepsis
ausgegangen werden muss. Dies belegt auch eine Studie von MICHALIK, in
der zu ahnlichen Zeitpunkten wie in dieser Arbeit, Procalcitonin bei Kindern
bestimmt wurde. Dabei wurde bei 52% der Patienten PCT>2,0 ng/ml bestimmt,
also in einem Bereich, der bei vielen Untersuchungen mit bakteriellen
Infektionen verknupft wird. Bei diesen Patienten bestanden jedoch weder
klinische, noch sonstige laborchemische Hinweise auf eine Infektion (Michalik et
al., 2006).

4.2.5 Immunkompetenz

Durch Stimulation der Vollblutproben mit Endotoxin, war bei allen untersuchten
Parametern ein signifikanter Unterschiede zwischen stimulierten und

unstimulierten Werten tiber den gesamten Beobachtungszeitraum feststellbar.

Der Endotoxinstimulation liegt ein angeborener Mechanismus der
Immunantwort auf LPS zu Grunde. LPS bildet einen Komplex mit
zirkulierendem LBP und bindet dann an den CD14-Rezeptor wodurch eine
Aktivierung inflammatorischer Zellen eingeleitet wird (Wright et al., 1991).

Damit erklart sich auch die Tatsache, dass das Oberflachenantigen CD 14,
welches als Rezeptor fir Endotoxine fungiert, nach Endotoxinstimulation in
seiner Expression auf Monozyten reduziert war. Hingegen l0ste die Stimulation
eine Erhdhung der HLA-DR-Expression auf Monozyten aus. Fir beide Antigene
war der Effekt der Stimulation am 1. postoperativen Tag am geringsten,
wéahrend die Zunahme der Expression des Antigens CD 18 nach Stimulation
uber den Beobachtungszeitraum sich nicht erschopfte.

Kam es bei Monozyten durch den Lipopolysaccharid-Stimulus zu einer
reduzierten Fluoreszenzintensitat fur CD14, fuhrte jener bei Granulozyten zu
einer gesteigerten Expression. Der grof3te Stimulationseffekt stellte sich dabei

gerade am 1. postoperativen Tag ein, an dem die Expressionsabnahme fir
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CD14 far Monozyten nach Endotoxinstimulus am geringsten war. Fur CD 18 auf

der Granulozytenoberflache war das Stimulationsergebnis ziemlich konstant.

Die Fahigkeit zur ex-vivo Produktion der Zytokine TNF-alpha und IL-6 nach
LPS-Stimulation reduzierte sich unmittelbar postoperativ und erholte sich bis
zum Ende des Beobachtungszeitraumes, ohne jedoch das Ausgangsniveau
wieder zu erreichen. Dabei &hneln sich die Kurvenverlaufe der stimulierten
Proben von IL-6 und HLA-DR, d.h. zum Zeitpunkt der schwachsten HLA-DR-
Expression ist auch die IL-6 Synthese am starksten beeintrachtigt.

Das Minimum der TNF-alpha-Synthese war unmittelbar postoperativ. Diese
Ergebnisse sind konsistent mit der Untersuchung von DEHOUX, in der ein
rascher Rickgang des Ansprechens auf LPS bei ex-vivo-Stimulation nach HLM
beschrieben wurde. Ferner wurde ein Einhergehen der Immunparalyse mit
ansteigendem IL-10 beobachtet (Dehoux et al., 2000). Die vorliegende Arbeit
kann diese Aussage indirekt mittels des Verlaufes der HLA-DR-Expression und
der entsprechenden ex-vivo-Zytokin-Synthese bestatigen. Bei ,Immunparalyse®,
diagnostiziert anhand einer monozytaren HLA-DR-Expression < 30%, konnte
von DOCKE eine Normalisierung der monozytaren HLA-DR-Expression und der
TNF-alpha-Sekretionskapazitdt, und eine damit einhergehende zeitweilige
Erholung von einem septischen Krankheitsbild, durch immunstimulatorischer
Therapie mit Interferon-gamma herbeigefihrt werden (Docke et al., 1997).
Adaquate immunomodulatorische Therapieanséatze, d.h. die Durchbrechung
einer anhaltenden Hyper- oder Antiinflammation bei Patienten mit Sepsis, z.B.
mittels systemischer Zytokintherapie, bedirfen einer genauen Beurteilung der
immunologischen Situation und sind derzeit nur im Rahmen von Studien
sinnvoll. Eine praktikable, wenn auch zeitintensive Methode zur Beurteilung des
Immunstatus, stellt die direkte Stimulation von Vollblutproben durch LPS mit
anschlieBender Analyse der Zytokinsekretion dar. Andererseits ermdglicht die
durchflusszytometrische Bestimmung der HLA-DR-Expression allein bereits
eine sehr exakte Abbildung des Immunstatus. Wie bereits oben erwéahnt, waren
die Kurvenverlaufe von HLA-DR, IL-6 und TNF-alpha (Zytokine nach LPS-

Stimulation) relativ kongruent, d.h. bei erniedrigter HLA-DR-Expression, kann
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eine reduzierte ex-vivo-Synthese proinflammatorischer Zytokine sehr
wahrscheinlich angenommen werden. Es stellt sich somit die Frage, ob nicht
die Bestimmung der HLA-DR-Expression, welche wesentlich weniger Aufwand
bedeutet, und damit eher in die klinische Routine Einzug erhalten kdnnte,

ausreichend ist, zur Beurteilung des Immunstatus.

4.2.6 Einfluss verschiedener Parameter und der Herz -Lungen-
Maschine auf Antigene sowie pro- und antiinflammato rische

Marker

Die Art des Vitiums ergab in dieser Untersuchung lediglich bzgl. der
Neutrophilenzunahme eine statistische Signifikanz. Auffallend war der
tendenziell starkere Anstieg der Entzindungsmarker CRP und PCT in der
Patientengruppe mit Rechts/Links-Shunt. Fir diese Shuntart fand sich auch die
starkste Abnahme der Fluoreszenzintensitéat fur CD 4, CD 11a/CD 18 respektive
Zunahme fur CD 8 der Lymphozyten. Bei den Monozyten war flr diese
Patientengruppe die CD 14- und CD 18-Expression erhoht, &hnlich den
Granulozyten bei denen zusatzlich CD 1la gegenidber den anderen
Patientengruppen erhéht war. Rechts/Links-Shunt-Vitien scheinen auch einen
Einfluss auf die ex-vivo Stimulation auszuiben indem Patienten mit diesen
Herzfehlern tendenziell weniger TNF-alpha und IL-6 postoperativ zu

produzieren vermébgen als jene mit anderen Herzfehlern.

Die HLM-Dauer Uubt keinen relevanten Einfluss auf die Expression der
Leukozytenantigene aus. Auffallig war hierbei ein &hnliches Mal3 des CRP-
Anstiegs, wéahrenddessen die Gruppe mit der HLM-Dauer >70 min einen
deutlichen Anstieg des Akut-Phase-Proteins PCT erfuhr, jedoch ohne
Signifikanz. Einen signifikanten Unterschied bezuglich der HLM-Anschluf3dauer
nach Endotoxin-Stimulus gab es nur beim CD 14-Antigen auf Monozyten.
Postoperativ war in der Patientengruppe mit der HLM-Dauer >70 min die

Expression des CD 14-Antigens nach LPS-Stimulation weniger stark reduziert
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ANTONELLI konnte ebenfalls keine Korrelation zwischen IL-6 und Bypasszeit
belegen (Antonelli et al., 1999).

Im wesentlichen ist zur tiefsten Temperatur wahrend der HLM zu erwéahnen,
dass erneut CRP und PCT in der Patientengruppe < 27C postoperativ
tendenziell starker anstiegen. Hinsichtlich des anti-inflammatorischen Zytokins
IL-1ra war eine Signifikanz zwischen den Gruppen gegeben mit einer deutlich
grof3eren ex-vivo-Synthese-Kapazitat der Blutproben der Patientengruppe mit

einer tiefsten Temperatur wahrend der HLM > 27<C.

Die Unterscheidung nach der Kérpergrof3e ergab keine Signifikanz fur die
untersuchten Parameter. Ein Trend zeichnete sich ab fur eine gréRRere CRP-
und PCT-Zunahme in der Patientengruppe < 100 cm. Nach Stimulation mit LPS
war die ex-vivo-Produktion der Zytokine bei dieser Patientengruppe eher

abgeschwacht im Vergleich zu den gréReren Patienten.

Bei der vergleichenden Betrachtung abhéngig vom hdéchsten postoperativen
Lactatwert (< 3 mmol/l bzw. > 3 mmol/l) war kein Unterschied in der
Veranderung des C-reaktiven-Proteins auszumachen. Interessanterweise
differierten beide Gruppen beziglich PCT statistisch signifikant mit einer
deutlichen Zunahme bei den Patienten > 3 mmol/l, wahrend das anti-
inflammatorische Zytokin IL-1ra abnahm. PCT und IL-1ra verhalten sich bei
dieser Patientenunterscheidung gegensétzlich. Hingegen sind PCT und Lactat
scheinbar konkordant. Patienten mit einem ho6heren Lactatwert hatten eine
signifikant hohere HLA-DR-Expression auf der Oberflache der Granulozyten.

4.3 Schlussfolgerungen

Anhand der in vitro Versuche zur Untersuchung der Auswirkungen einer NO-

Inhalationstherapie ergeben sich keine Hinweise fur eine relevante

Beeintrachtigung der Leukozytenfunktion. Die Immunkompetenz sowie die
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Zytokinexpression nach Endotoxinstimulation waren nach NO-Inhalation im
Vergleich zur Druckluftinhalation nicht verdndert. Nachdem im Kklinischen
Einsatz die Konzentration fur eine NO-Inhalationstherapie wesentlich geringer
ist als im vorliegenden in vitro Modell, ist nicht zu erwarten, dass hierdurch tber
Hyperinflammation oder Immunparalyse, konsekutiv die postoperative

Entwicklung einer SIRS oder Sepsis begunstigt wird.

In der Folge einer HLM-Operation kommt es zur unspezifischen Aktivierung des
Immunsystems mit Zunahme der Neutrophilen bei gleichzeitiger Abnahme der
Fluoreszenzintensitat der Leukozytenfunktionsantigene CD 11a/CD 18. Auch
Monozyten und Lymphozyten werden aktiviert und wandern ins Gewebe ab.
Dies ist u.a. bei den Lymphozyten an einer gesteigerten Expression von CD
11a/CD 18 und an einer sinkenden Zellzahl zu erkennen. Daneben stellt sich
eine temporare zellulare Immunsuppression ein, mit abnehmendem CD 4/CD 8-

Quotienten der T-Zellen und reduzierter HLA-DR-Expression auf Monozyten.

Wahrend unmittelbar postoperativ eine Balance zwischen den untersuchten
pro- und antiinflammatorischen Zytokinen bestand, ergab sich in den darauf
folgenden Tagen ein Uberwiegen der Antiinflammation. Eine Bestatigung hierfur
lieferten auch die ex-vivo Stimulationen, die an den postoperativen Tagen eine
deutliche Erschopfung der zellularen Féhigkeit zur Produktion der
proinflammatorischen Zytokine IL-6 und TNF-alpha nachwiesen. Dartber
hinaus erscheint die Messung der HLA-DR-Expression nach LPS-Stimulation
eine gute Methode zur Beurteilung des Immunstatus zu sein, da sie indirekt die

Kapazitat zur Zytokinsynthese der Leukozyten abbildet.

Bei allen Patienten waren nach HLM-OP im postoperativen Verlauf, in der Folge
einer Endotoxdmie, die Werte fiur LBP weit Uber die Norm erhoht. Eine
wesentliche Bedeutung lie3 sich hieraus jedoch nicht ableiten, da dieser
Parameter unabhéngig vom klinischen Zustand der Patienten enorm erhoht
war. Eine schnellere Kinetik und eine bessere Diskriminierung erlaubt PCT. Hier

ergab sich bei den Patienten mit deutlich erhéhten Werten eine Korrelation zur
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Klinik, wahrend bei unkompliziertem Verlauf nur geringe Konzentrationen fur

PCT gemessen wurden.

Als wesentliche Limitierungen dieser Arbeit sind die insgesamt geringe Fallzahl,
sowie die Heterogenitdt der Studienpatienten im Hinblick auf Alter und
Herzfehler zu erwahnen. Nahezu alle in der Literatur vertffentlichten und

vergleichbaren Studien unterliegen jedoch &hnlichen Einschrankungen.

Die Messung der Immunkompetenz kdnnte, neben anderer Parameter zum
Immunomonitoring, in Zukunft wesentlich dazu beitragen, den aktuellen
Immunstatus des Patienten genauer zu definieren und so eine effektive

immunomodulatorische Intensivtherapie zu ermdglichen.
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5 Zusammenfassung

In der Folge einer HLM-OP kénnen sich pulmonalarterielle hypertensive Krisen
entwickeln. Eine NO-Inhalationstherapie stellt hierfir eine etablierte und
effektive Behandlungsmethode dar. Ein Ziel dieser Arbeit war es die
Auswirkungen einer NO-Inkubation auf die Immunkompetenz, gemessen
anhand der ex-vivo Zytokinsekretion (IL-1ra, IL-6, TNF-alpha) und der HLA-DR-
Expression nach LPS-Stimulation, zu untersuchen. Hierfur wurde Blut von 20
Herzkatheterpatienten mit zwei verschiedenen NO-Konzentrationen (0 bzw. 100
ppm) inkubiert und anschlieend mit 1pug/ml LPS stimuliert.

Ein weiterer Fokus richtete sich auf die pro- und antiinflammatorischen
Vorgange, die typischerweise wahrend und nach einer HLM-OP ablaufen und
zu einer SIRS fiuhren kbnnen. Diese wurden mit verschiedenen Parametern,
welche durchfluRzytometrisch (CD 4/CD 8, CD 11a/CD 18, CD 14, HLA-DR, IL-
1lra) oder mittels Festphasen-Chemiluminiszenz-Enzymimmunoassay (IL-6,
TNF-alpha) gemessen wurden, abgebildet. Dazu erfolgten serielle
Bestimmungen bei 20 Kindern im Rahmen eines herzchirurgischen Eingriffs
unter Einsatz der HLM an funf aufeinanderfolgenden Tagen (ein Tag vor der OP
bis drei Tage postoperativ). Dabei wurden mittels LPS-Stimulationstest die
Auswirkungen der HLM-OP auf die Immunkompetenz perioperativ erfasst. Im
Weiteren verglich man neue Entziindungsmarker wie LBP und PCT hinsichtlich
Kinetik und klinischer Aussagekraft. Inwieweit Unterscheidungsmerkmale des
Patientenkollektivs, wie tiefste Korpertemperatur wéhrend der HLM, HLM-
Dauer, hochster Lactatwert, KorpergrofRe und Shuntrichtung Einflul3 auf die
oben genannten Parameter haben, galt es ebenso zu analysieren.

Durch NO-Inhalationen mit einer deutlich Gber dem therapeutischen Bereich
liegenden Konzentration (100 ppm) ergaben sich keine Differenzen in der
Expression der Leukozytenoberflachenantigene (CD 4, CD 8, CD 11a, CD 14,
CD 18, HLA-DR) gegenuber den Negativkontrollen (O ppm). Ebenso war die ex-
vivo Zytokin- und HLA-DR-Expression nach Stimulation mit LPS durch NO nicht

beeintrachtigt. Mit einer Begtinstigung inflammatorischer Komplikationen unter
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therapeutischen Anwendungen mit deutlich niedrigerer NO-Konzentration ist
nicht zu rechnen.

Die Ergebnisse zeigten weiterhin, daf® es nach HLM-OP zur unspezifischen
Aktivierung des Immunsystems kommt, mit Zunahme der Leukozytenzahl,
insbesondere des Neutrophilenanteils und Veranderung nahezu aller
bestimmten Oberflachenantigene, v.a. einer Abnahme der Adh&sionsmolekile
CD 11a und CD 18. Dies spiegelt sich auch im Verbrauch der
antigenprasentierenden HLA-DR-Rezeptoren der Lymphozyten und Monozyten,
sowie in einer Zunahme des Oberflachenantigens CD 14 der Monozyten
wieder. AulBerdem stellt sich eine temporére zellulare Immunsuppression in
einem abnehmenden CD 4/CD 8-Quotienten und einer verminderten Kapazitét
zur ex-vivo-Synthese v.a. proinflammatorischer Zytokine und HLA-DR-
Expression nach Stimulation mit LPS dar. Aufgrund der Daten, konnte daher
postuliert werden, dass es wahrend der weiteren postoperativen Tage
tendenziell zu einem Uberwiegen der Antiinflammation kommt. Die Bestimmung
der HLA-DR-Expression nach LPS-Stimulation demonstriert indirekt die
Féahigkeit der Leukozyten zur Zytokinsynthese und lasst Rickschlisse auf den
inflammatorischen Status zu.

Der Entziindungsparameter LBP erbrachte gegentber CRP keinen zuséatzlichen
Informationsgewinn, da er gemafl CRP unspezifisch erhéht war. Hingegen laf3t
sich bei pathologischen PCT-Werten eine klinische Korrelation vermuten.

Die Analyse nach Merkmalen wie Vitium, HLM-Dauer, HLM-Temperatur und
Korpergrol3e zeigte beziglich der betrachteten Leukozytenoberflachenantigene,
sowie der pro- und antiinflammatorischen Marker unmittelbar postoperativ
gegenuber praoperativ keine signifikanten Unterschiede im unstimulierten
Zustand. Im Gegensatz dazu hatten Patienten mit den hdheren max.
Lactatwerten (> 3 mmol/l) einen signifikant starkeren Anstieg des PCT, eine
signifikant deutlichere Abnahme fiir CD 4 der Lymphozyten und eine signifikant
gesteigerte HLA-DR-Expression der Granulozyten, mdglicherweise aufgrund
der anaeroben Stoffwechsellage.

Interessanterweise war nun nach Stimulation mit LPS die Fahigkeit IL-6 und

TNF-alpha zu sezernieren jedoch bei Patienten ohne Shunt signifikant weniger
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beeintrachtigt als bei Patienten mit Links/Rechts-Shunt. Ebenso ging eine
langere HLM-Dauer (> 70 min) mit einem signifikant gréf3eren Anstieg der CD
14 Expression der Monozyten einher und tiefere Kdrpertemperaturen bedingten
eine signifikant starkere Zunahme von IL-1ra.

Zusammenfassend konnte die Messung der Immunkompetenz, neben anderer
Parameter des Immunomonitorings, in Zukunft wesentlich dazu beitragen, den
aktuellen Immunstatus des Patienten exakter zu definieren und eine
immunomodulatorische Therapie zu etablieren. Moglicherweise lassen sich
praoperativ kritische Immunsituationen anhand der HLA-DR-Expression und der
ex-vivo-Zytokinsekretion erkennen. Vor allem bei zu erwartenden langeren
HLM-Anschlu3zeiten und tieferen Temperaturen wahrend der HLM, sollte die
Immunkompetenz des Patienten in die praoperative Risikostratifizierung
miteinbezogen werden, um postoperative Komplikationen besser vorbeugen zu

kénnen. Dies gilt gerade bei komplexen angeborenen Herzfehlern.
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