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1. EINLEITUNG

1.1 Anasthesiologische wund chirurgische Besonderheiten bei

Operationen abdomineller Aortenaneurysmata

Die Mortalitat von elektiven Operationen eines abdominalen Aortenaneurysmas konnte
im Zeitraum von 1960 bis heute von 18 % [1] auf 5,5 % gesenkt werden [2-6]. Dennoch
liegt eine immer noch relevante perioperative Sterblichkeit vor, welche hauptsachlich
durch kardiale und pulmonale Komorbiditat [7,8] verursacht wird. Das anasthesiologische
Vorgehen bei operativer Ausschaltung eines Aortenaneurysmas stellt damit nach wie vor
eine besondere Herausforderung dar, wobei dem perioperativen Flissigkeits-
management groRe Bedeutung als EinflussgroRe fiir das Uberleben zukommt. Die
intraventdse Substitution von Flussigkeit muss bis zum ,Clamping” der Aorta sehr
vorsichtig erfolgen. Als Richtgrof3en dienen hier der pumonalkapillare Verschlussdruck
(PCWP) und das transOsophageale Herzecho [9]. Wahrend des Clamping wird
Ublicherweise das intravenése Flissigkeitsvolumen durch Infusion vergré3ert und so ein
ausreichend hoher PCWP angestrebt, ein Manéver das dem plotzlichen Volumenbedarf
nach ,Declamping® der Aorta vorbeugen soll [3]. Das Wiederertffnen der Aorta wird
Ublicherweise von einem ausgepragten Abfall des mittleren arteriellen Druck begleitet,

welches im angloamerikanischen Schrifttum als ,,declamping shock* bezeichnet wird.

1.2 Pathophysiologie des Ischamie-Reperfusionsschadens

1.2.1 Stérungen im Energiehaushalt der Zelle

Der Begriff ,Ischamie” wurde vermutlich 1858 erstmals von Rudolf von Virchow benutzt,
um den Effekt eines reduzierten Blutflusses auf Organe zu beschreiben [10]. Ein
verminderter Blutfluss beinhaltet immer zwei Aspekte: Erstens eine inadaquate nutritive
Versorgung, wobei die eingeschrankte Sauerstoffversorgung hierbei die grofdte Rolle
spielt und zweitens, der verminderte Abtransport von lonen und (potenziell) toxischen
Stoffwechselprodukten. Der aufgehobene aerobe Metabolismus fuhrt zur anaeroben
Glykolyse, Azidose des Gewebes, verminderter Bereitstellung von energiereichen
Phosphaten und damit zu deren Depletion. Die daraus resultierende Dysfunktion ATP-
abhéngiger Enzyme beeinflusst Transportsysteme, die zur Aufrechterhaltung von

osmotisch-wirksamen lonengradienten an der Zellmembran notwendig sind. Bereits
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friihzeitig kommt es zu einem Einstrom von Na'- und Ca*-lonen mit Anschwellen der
Zellen, ein Vorgang der die ohnehin kompromittierte nutritive Gewebeversorgung im
Sinne eines Circulus vitiosus durch Abnahme der funktionellen Kapillardichte weiter
verschlechtert [11]. Durch Steigerung der Aktivitat der zytosolischen 5 -Nukleotidase wird
Adenosinmonophosphat (AMP) vermehrt zu Adenosin umgewandelt. Adenosin
seinerseits wird zu dem Purinnukleosid Inosin und den Purinen Hypoxanthin und Xanthin
weiter abgebaut (s. Abb. 1) [12].

ATP

.

ADP

.

AMP

Adenosinkinase Tl 5’-Nukleotidase

Adenosin

|

Inosin

|

O, + Hypoxanthin —— Xanthin + Oy

Xanthin-Dehydrogenase Proteasen Xanthin-Oxidase

I :»

Reperfusion

Ischamie

Abbildung 1. Pathobiochemie von Initialmechanismen des Ischéamie-Reperfusionsschadens. Wéhrend
Ischamie erfolgt der Abbau von Adeninnukleotiden zu Adenosin, Inosin und Hypoxanthin sowie die
Umwandlung der Xanthindehydrogenase in die Xanthinoxidase. In der Reperfusion wird Sauerstoff wieder
verflgbar, der —katalysiert durch die Xanthin-Oxidase— Hypoxanthin zu Xanthin und reagiblen Superoxid-
anionen oxidiert. ATP, Adenosin Triphosphat; ADP, Adenosin Diphosphat; AMP, Adenosin Monophosphat



Zugleich laufen wahrend Ischéamie biochemische Prozesse ab, die eine Bildung von
Sauerstoffradikalen in der Phase der Reperfusion beginstigen. So bewirkt die
Akkumulation von Ca'*-lonen im Intrazellularraum wahrend Ischdmie nicht nur die
Stimulation von Phospholipasen, mit der Folge der Freisetzung toxischer Produkte aus
Membranlipiden, sondern in Zusammenwirken mit Proteasen auch eine Umwandlung der
Xanthin-Dehydrogenase in ihre isoenzymatische Form Xanthin-Oxidase. Mit
Reoxygenierung in der Phase der Reperfusion wird Sauerstoff wieder verfigbar der,
katalysiert durch die Xanthin-Oxidase, Hypoxanthin zu Xanthin unter Bildung reagibler
Superoxidanionen oxidiert. Die Produktion reaktiver Superoxidanionen in der frihen
Phase der Reperfusion steht stellvertretend fur ein breites Spektrum durch Radikale
vermittelter pathobiochemischer Initialmechanismen, die eine weitere Gewebe-

schadigung durch eine nachfolgende Inflammation triggern.

1.2.2 Sekundarschaden durch Inflammation

So ist bekannt, dass auf ischdmischen und durch Sauerstoffradikale (s.0.) geschadigten
Zellen verstarkt Neoantigene prasentiert werden, an die spezifische Antikorper der IgM-
Klasse binden. Dies fuhrt zur Adharenz des Komplementfaktors C1, der weitere
Komplementfaktoren (C3a und C3b) aktiviert. Als Folge kommt es zur Konstitution des
sog. ,MAC", eines ,Membran Angriff Komplexes“, bestehend aus den Faktoren C5b-9,
der zu Porenbildung in der Zellmembran, fehlerhafter Signallibertragung und Apoptose
fuhrt [13]. Die Aktivierung des Komplementsystems bewirkt eine Reihe weiterer pro-
inflammatorischer Reaktionen wie: i) die verstarkte Expression von Adhasionsmolekiilen
auf Endothelzellen und Granulozyten ii) die Aktivierung und Chemotaxis von Leukozyten
[14] und iii)) die Produktion von Arachidonséure-Metaboliten sowie Zytokinen und
Chemokinen [15].

Die Stimulation zirkulierender polymorphkerniger Leukozyten fuhrt Uber L-Selektin
vermitteltes Rollen am Gefalendothel (,rolling) und nachfolgender durch B,-Intergrine
vermittelter Adhasion (,sticking”) [16] schlieBlich zur weiteren Freisetzung von
zytotoxischen Superoxidanionen und proteolytischen Enzymen [17]. Es kann deshalb
davon ausgegangen werden, dass ein priméarer ischamischer Gewebeschaden wéhrend
der Reperfusionsphase durch aktivierte PMNL aggraviert wird und dass eine Therapie,
die die Zahl vermindert oder die Aktivierung von PMNL verhindert, eben diese Folgen
(,second hit*) verringern kann [18-22]. Der neutrophile Granulozyt spielt deshalb eine
entscheidende Rolle fir die Induktion des sekundaren Schadens nach Reperfusion bei
Operationen an der Aorta [23] und ist mitverantwortlich fur die Entwicklung von
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Folgekomplikationen, beginnend mit dem Versagen einzelner Organe bis hin zum
Multiorganversagen im Rahmen einer systemischen Entzindungsreaktion (SIRS), die

die Entstehung von Infektionen und Sepsis begtinstigt.

1.3 Das Konzept der Small Volume Resuscitation

Seit einigen Jahren hat das Konzept der ,Small Volume Resuscitation“ erfolgreichen
Einzug in die klinische Praxis gehalten. Die Infusion von hypertoner Kochsalzlésung bzw.
einer Kombination aus hypertoner Kochsalzlésung mit einem hyperonkotischen Kolloid
hat mittlerweile ein breites Indikationsspektrum, das von der praklinischen Notfallmedizin
[24,25], dem Operationssaal [26], der Intensivstation [27], bei Schadel-Hirn-Verletzten
[28], bei Kindern [29], bei internistischen Patienten mit Herzinsuffizienz [30] bis hin zur
Veterinarmedizin [31] reicht (Ubersicht in [32]). Die ,Small Volume Resuscitation* erlaubt
eine schnelle Wiederherstellung des intravasalen Volumens [33,34] und ermdglicht nach
hamorrhagischem Schock in kurzer Zeit den mittleren arteriellen Druck und das
Herzzeitvolumen fast wieder auf Normwerte anzuheben [35-37]. Die Kombination
hypertoner Kochsalzlésung mit einer hyperonkotischen Dextrankomponente scheint
dabei den therapeutischen Effekt noch zu verstdrken und zeigt eine signifikant
verbesserte 30-Tage-Uberlebensrate, verglichen mit hypertoner Kochsalzlosung alleine
[38]. Auch bei Sepsis und septischen Schock scheint ein Einsatz viel versprechend [39-
41]. Christ et al. konnten zeigen, dass der Einsatz von hypertoner Kochsalzlésung
kombiniert mit einem (hyperonkotischen) Kolloid zur Pravention des ,declamping shock"
sicher ist und die Flussigkeitsbalance und Hamodynamik verbessert [42].

Obwohl es gute Hinweise auf eine protektive Wirkung der SVR im Sinne einer
Pravention des Organversagens nach hamorrhagischem Schock gibt [43], ist der
Wirkmechanismus auf zellularer Ebene nach wie vor nur unvollstandig verstanden.
Neben der Fahigkeit, Flussigkeit aus dem geschwollenen Endothel zu mobilisieren,
haben intravitalmikroskopische Befunde gezeigt, dass hypertone Kochsalzlésung die
Adhésion von PMNL am Kapillarendothel hemmt, ein Effekt, der besonders stark an
postkapillaren Venolen ausgepragt ist [44]. Da die Adharenz von PMNL mit erhéhtem
Flusswiderstand und kapillarer Leckage einhergeht [44], erscheint die SVR geeignet, den
Gewebeschaden nach Ischdmie-Reperfusion zu verringern. Dies wird unter anderem
durch Befunde gestitzt, die zeigen, dass die Margination von Neutrophilen sowie deren

intraalveolare Sequestration unter Therapie mit SVR verhindert werden kann [45-47].



Vor diesem Hintergrund, dass Operationen eines abdominellen Aortenaneurysmas in der
Phase der Ischamie primar zu Stérungen im Energiestoffwechsel fihren, deren Folgen in

der Reperfusion durch inflammatorische Reaktionen sekundar verstarkt werden kénnen,
haben wir uns folgende Fragen gestellt:



2. FRAGESTELLUNG

Kommt es bei Patienten mit Ausschaltung eines infrarenalen Bauch-

aortenaneurysmas zu einer metabolisch fassbaren Ischamie-Reperfusionsreaktion ?

Welcher Metabolit des Energiestoffwechsels zeigt die grof3te Veranderung ?

Bewirkt Ischdmie-Reperfusion bei diesen Patienten eine Aktivierung polymorph-

kerniger Granulozyten ?

Kann die Ischamie-Reperfusion bedingte Aktivierung der PMNL durch Applikation
von hypertoner, hyperonkotischer Kochsalz-Dextran-Losung (HSD) supprimiert

werden ?

Welchen Einfluss hat die Therapie mit HSD-Losung auf die postoperative

inflammatorische Reaktion ?



3. METHODIK UND MATERIAL

3.1 Methodik

3.1.1 Studienprotokoll

Im Rahmen einer prospektiv randomisierten, offenen, verumkontrollierten Studie der
Phase zwei wurden jeweils 7 Patienten entweder RescueFlow® (,HSD*) nach Promit®-
Injektion oder HAES-steril® (,HAES") wahrend der operativen Ausschaltung eines
abdominalen Aortenaneurysmas infundiert (Ein- bzw. Ausschlusskriterien: siehe
Tabelle 1). Die Studie wurde durch die Ethik-Kommission genehmigt und erfolgte nach
umfassender Aufklarung und schriftlicher Einwilligung der Patienten nach den EG-GCP-
Richtlinien im Zeitraum Marz 1999 bis August 2001. Zur perioperativen
Flussigkeitssubstitution durften bis zum Zeitpunkt des infrarenalen Abklemmens der
Aorta lediglich kristalloide Losungen, Fresh Frozen Plasma und Erythrozytenkonzentrate
verabreicht werden. Die Prif (HSD) - oder Kontrollsubstanz (HAES) wurde wéhrend des
Clamping verabreicht, wobei nach Infusion ein PCWP von 15 — 18 mmHg angestrebt
wurde. Nach Declamping war in Abhangigkeit vom PCWP neben kristalloiden Losungen
eine zusatzliche Infusion von maximal 500 ml kinstlichem Kolloid mdglich (analoges
Praparat zum zuvor Verabfolgten). Vor Ende der Operation wurde ein PCWP von 10 —
15 mmHg angestrebt.



Einschlusskriterien

Mannliche und weibliche Patienten nach vollendeten 18 Lebensjahren
Elektive Operationen von infrarenalen Bauchaortenaneurysmen

Schriftliches Einverstandnis zur Studienteilnahme nach Aufklarung

Ausschlusskriterien

Nicht geschéftsfahige Patienten

Schwangere

ASA 4

Herzinsuffizienz Grad IV NYHA

Bekannter Alkohol-, Drogen- oder Medikamentenabusus

Hamorrhagische Diathese

Kompensierte Niereninsuffizienz (Serum-Kreatinin > 2,0 mg/dl)

Apoplektischer Insult in den letzten 6 Monaten

Patienten mit einer bekannten Uberempfindlichkeit gegeniiber Hydroxyaethylstarke
oder Dextran

Patienten, die in den letzten vier Wochen oder gleichzeitig mit dieser Studie an einer
anderen Klinischen Prifung mit einem zugelassenen oder nicht zugelassenen

Medikament teilnehmen oder teilgenommen haben.

Ausschluss nach Aufnahme in die Prifung

Widerruf der Einverstandniserklarung durch Patienten bzw. deren gesetzliche
Vertreter

Anzeichen einer akuten Kkardialen Ischamie vor Infusion der Priflésungen
(pathologische EKG-Veranderungen)

Akutes Linksherzversagen vor Infusion der Pruflosung, definiert als PCWP > 18
mmHg oder Herzzeitvolumenindex HI < 2,2 | pro min und m? Korperoberflache
Umstéande, die zu Abweichungen vom Prifprotokoll fihren, wie unerwinschte
Ereignisse oder Begleiterkrankungen, die die Gesundheit des Patienten gefahrden
und die weitere Teilnahme ausschliel3en

Nichteinhalten des Prifplans, wobei kleinere Verstof3e (z.B. Infusion tber 22 statt 20

Minuten) toleriert werden

Tabelle 1. Ein- und Ausschlusskriterien



3.1.2 Messzeitpunkte, Probenentnahmen

Blutentnahmen erfolgten zu neun verschiedenen Zeitpunkten (Abbildung 2).

Infusion

Clamping

ot PEEY b T

0 A B 1 3 5 15’ 2h 24h

Abbildung 2. Zeitpunkte der Blutentnahme bzw. h&modynamischer Messungen. 0: Nach Freigabe durch
Anasthesie und vor Schnitt. A: Nach Clamping und vor Beginn der Infusion der Priif- bzw. Kontrolllésungen. B:

Nach Ende der Infusion und vor Reperfusion. Weitere Zeitpunkte in Minuten bzw. Stunden nach Reperfusion.

3.1.3 Bestimmung der Plasmaosmolalitat

Die Plasmaosmolalitat wurde durch Messung der Gefrierpunkterniedrigung mit einem
Osmometer bestimmt (Advanced Osmometer®).

3.1.4 Intraoperatives hamodynamisches Monitoring und Volumenbilanz

Folgende hamodynamischen Parameter wurden intraoperativ erfasst und dokumentiert:

Herzfrequenz (HF)

Mittlerer arterieller Druck (MAP)

Zentralvenoser Druck (CVP)

Pulmonalkapillarer Verschlussdruck (PCWP)

Herzzeitvolumen (HZV) und Herzindex (HI)
Hierzu wurde zusatzlich zum intraoperativen  Standardmonitoring (EKG,
Plethysmographie, endtidales CO,, etc.) die Arteria radialis kanuliert, ein zentralvenéser
Venenkatheter gelegt und ein Pulmonalarterienkatheter (Swan-Ganz-Katheter)
eingeschwemmt. Die Dokumentation der Werte erfolgte zu den einzelnen Mess-
zeitpunkten durch den zustandigen Anasthesisten.

Die Volumenbilanz, d.h. die Differenz aus Flussigkeitszufuhr und —verlust, wurde
fur zwei Zeitintervalle bestimmt: Von Narkoseeinleitung bis zum Ende des Eingriffs
(sintraoperative Bilanz*) und vom Ende des Eingriffs bis um 6:00 Uhr am Morgen des

folgenden Tages (,postoperative Bilanz®).



3.1.5 Parameter der Ischamie

Um das Ausmal’ einer Ischamie bedingten Gewebehypoxie erfassen zu kénnen, wurden
die Plasmakonzentrationen von Adenosin sowie dessen Abbauprodukte Inosin und
Hypoxanthin gemessen. Diese Purine sind, wie aus vielen Voruntersuchungen [48]
hervorgeht, sensitive Indikatoren eines vermehrten Abbaus der Adeninnukleotide (ATP,
ADP, AMP) bei Zustanden, in denen der Sauerstoffbedarf nicht mehr Uber eine
ausreichende Zufuhr gedeckt wird. Um die Plasmakonzentrationen von Adenosin, Inosin,
Xanthin und Hypoxanthin zu bestimmen, wurden Blutproben (2ml) in mit eiskalter
~Stopplosung” gefiillten Spritzen abgezogen (s.a. 3.2.1). Diese Loésung verhindert den
Verlust von Adenosin im Plasma durch Hemmung des Abbaus und der Adenosin-
Wiederaufnahme in Zellen. Eine Blockade der 5'-Ekto-Nucleotidase und unspezifischen
Phosphatasen hemmt hierbei zusétzlich die Bildung von Purinen aus Adeninnukleotiden.
Die Proben wurden fir 5 min bei 600 x g zentrifugiert, der Uberstand abgehoben und
durch Denaturierung der Proteine mit Perchlorsdure (70 %) bei —80°C bis zur Messung
konserviert.

Die Inosin- und Adenosinkonzentrationen (nM) wurden durch ,reversed phase high
performance liquid chormatography® HPLC bestimmt, unter Anwendung eines
modifizierten Protokolls, welches zuerst von Ontyd et al. beschrieben wurde [49].

Die Purinbasen Hypoxanthin und Xanthin wurden ebenfalls hochdruckflissigkeits-
chromatographisch gemessen [50].

Die Interassayprazision der o0.g. Methoden betrug fiir Adenosin ca. 10 %, fur Inosin ca.
5 % und fir Hypoxanthin ca. 5 %. Die Sensitivitat lag fir die einzelnen Substanzen bei

ca. 2-5 pmol pro Injektion.

3.1.6 Laktat, pH, BE

Zur Bestimmung des pH-Wertes, des Baseniibeschusses (BE), sowie des Laktats im
Plasma diente ein Blutgas-Analysegerat (Radiometer ABL 700). Die Konzentration von
Laktat im Plasma wurde amperiometrisch in einem anhand der von der Laktatoxidase
katalysierten Oxidationsreaktion ermittelt.
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3.1.7 Zellzahlen, Interleukin 6 und 8

Mitarbeiter des Instituts fur Klinische Chemie des Klinikums der Universitat fertigten
fur die einzelnen Messzeitpunkte ein Differenzial-Blutbild an (maschinelle
Auszahlung) und bestimmten die Konzentrationen von Interleukin 6 und 8 im Plasma
mittels ELISA.

3.1.8 Parameter der Aktivierung von PMNL

3.1.8.1 Expression von B,-Integrinen und L-Selektin

Die Expression von B.-Integrinen und L-Selektinen auf polymorphkernigen Leukozyten
wurde mittels Durchflusszytometrie bestimmt, nachdem die Zellen mit Fluorochrom-
gekoppelten Antikorpern im Vollblut markiert wurden. Hierzu wurde heparinisiertes Blut
(Heparin 10 1U/ml) mit eisgekiihlter Ca™*-haltiger HBSS-Lésung zweimal gewaschen und
auf den Ausgangshamatokrit resuspendiert. Fir die Messung der Adhasionsmolekile
wurden jeweils 20ul der Zellsuspension mit 20ul Fluoreszeinisothiozyanat (FITC)
markierten monoklonalen Antikdrpern I1B4 (lgG2a, Endkonzentration 2,5 ug/ul) oder
Dreg200 (IgG2a, Endkonzentration 2,5 pg/ul) fir 20 Minuten inkubiert. Dreg 200 bindet
spezifisch an humane L-Selektinmolekile (CD62L) und IB4 bindet spezifisch an die f3,-
Kette (CD18) humaner B,-Integrine. Von einer spezifischen Bindung der Antikdrper
wurde ausgegangen, wenn das Fluoreszenzsignal einer markierten Zelle groR3er als der
Schwellenwert des Fluoreszenzsignals war, unter welchem 99 % aller Werte bei
unspezifischer Bindung lagen. Die unspezifische Bindung des jeweiligen Antikdrpers
wurde durch konzentrationsabhangige Titration der Fluoreszenz nach Blockade der
spezifischen Bindung mit einer jeweils 50fach héheren Konzentration nicht-markierten
Antikérpers ermittelt. Die oben angegebenen Endkonzentrationen der Antikorper
entsprechen zweifach sattigenden Konzentrationen.

Nach Inkubation der Zellsuspensionen mit den entsprechenden Antikdrpern
wurden die nicht gebundenen Antikdrper durch Waschen mit eisgekihlter HBSS-Ldsung
entfernt und die Erythrozyten mit FACS-Lysing Solution nach Herstellerangaben lysiert.

Die durchflusszytometrische Analyse erfolgte mit einem Becton-Dickinson
FACScan (Argonlaser, 15mW, Erregerwellenlange 488nm). Leukozyten, Lymphozyten
und polymorphkernige Leukozyten wurden anhand der Vorwarts- und Seitwarts-

Lichtstreuung identifiziert. ,Linear list mode data“ wurden fur 5000 ,events® pro Probe
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gesammelt und mit FACScan Software die mittlere Fluoreszenzintensitat als relative

Einheiten (,channel FL1", 530 nm) auf einen Verstarkungsfaktor von 1 berechnet.

3.1.8.2 Superoxidanionenproduktion von Phagozyten im Vollblut

Die Produktion von Superoxidanionen O, im Blut wurde, wie friiher beschrieben [51],
durch photometrische Messung der Reduktion von Cytochrom C gemessen, welche
entweder spontan erfolgte oder nach Stimulation mit dem chemotaktischen Peptid fMLP
(N-formyl-Methionin-Leucin-Phenylalanin, 10 mol/l) induziert wurde. Ein Milliliter Vollblut
wurde in vier Plastik-Rohrchen aliquotiert, welche jeweils mit 1,4 ml HBSS, Cytochrom C
(0,625 mg/ml) und Cytochalasin B (2,5 pg/ml) gefillt und auf 37°C erwarmt waren. Die
vier Rohrchen enthielten zusatzlich folgende Bestandteile:

1) keine Zuséatze

2) fMLP

3) fMLP und SOD (Superoxid Dismutase, 50 U/ml)

4) SOD
Die Reaktionsgefalie wurden 15 min bei 37°C inkubiert, anschliel3end erfolgte bei 0°C
die Abtrennung der zellularen Bestandteile durch Zentrifugation (5 min, 600 x g). Im
folgenden Schritt wurden die einzelnen zellfreien Reaktionsvolumina in eine Mikrotiter-
platte Ubertragen und die jeweilige Absorption mit einem Photometer (bei 550 nm, mit
630 nm Interferenzfilter) dreifach gemessen.
Wie bereits von Markert et al [52] beschrieben, kann aus den jeweiligen Differenzen der

Absorption der Reaktionsgefalle 2 minus 3 und 1 minus 4, die stimulierte bzw. die

spontane Produktion von O, errechnet werden.

3.1.8.3 Anderung des Zellvolumens

Parallel zur Durchfiihrung der Studie erfolgte die Erarbeitung und Implementierung einer
Methode zur Bestimmung des Volumens von polymorphkernigen Granulozyten. Erste
Versuche erfolgten mit Hilfe eines automatischen Blutzellenzahlgerates (Coulter Counter
Multisizer II):

Um zu Uberprifen, ob es moglich ist, das Zellvolumen von PMNL im Vollblut chemisch
zu fixieren, wurden mehrere Versuchsreihen durchgefihrt. PMNL gesunder, freiwilliger
Spender wurden mittels Dextran-Separation und Ficoll-Dichtezentrifugation isoliert. Die
so gewonnenen Zellen dienten zur Uberpriifung, ob das gewéhlte Verfahren spater im
Vollblut zu einer Fixierung des Zellvolumens geeignet war: Die Zellen wurden in
Kochsalzldsungen unterschiedlicher Osmolalitat (z.B. 250, 275, 300, 375, 400, 425, und

450 mosmol/kg) inkubiert und das Zellvolumen im Coulter Counter bestimmt, wobei
12



regelhaft beobachtet werden konnte, dass die Zellen auf den osmotischen Stress bei
unterschiedlichen NaCl-Konzentrationen mit einer Anderung des Zellvolumens
reagierten. AnschlieBend wurden die Zellen dem jeweiligen zu prufenden Agens
ausgesetzt:
Saponin und BD-Lysereagens (unter der Vorstellung, die Erythrozyten zu lysieren
und damit sofort eine Messung durchfihren zu kénnen)
Glutaraldehyd (zur Denaturierung von Zellproteinen und damit zur Aufhebung der
Regulation des Zellvolumens)
Amilorid, in Kombination mit Bumetanid oder Glutaraldehyd (wie z.B. von Krump
beschrieben [53], um durch Blockade der lonenkanédlen ein Clamping der
Granulozyten-Zellmembran zu erreichen).
Nach Resuspension in physiologischer Kochsalzldsung erfolgte die erneute Bestimmung
des Volumens im Coulter Counter. Leider zeigte sich auch bei wiederholter
Durchfiihrung der Versuche, dass keine der Substanzen oder deren Kombination in der
Lage war, das Zellvolumen reproduzierbar zu fixieren.

Eine weitere Versuchsreihe wurde am Durchflusszytometer (Becton-Dickinson
FACScan, Argonlaser, 15mW) durchgefihrt unter der Vorstellung, dass das Zellvolumen
durch Kalibration der Vorwartslichtstreuung mit PMNL bekannten Volumens (vorherige
Messung am Coulter Counter) bestimmt werden kann.

Um die PMNL-Fraktion trotz der Anwesenheit von Erythrozyten messen zu

kénnen, wurde Vollblut mit der 40fachen, durch Zentrifugation gewonnenen autologen
Plasmamenge verdinnt und anschlieBend mit dem interkalierenden DNS-Farbstoff
LDS 751 (Molecular Probes) versetzt. AnschlieBend erfolgte die Messung im
Durchflusszytometer, wobei die Einstellung des Schwellenwerts zur Messung auf dem
Fluoreszenzkanal 3 (FL3) so erfolgte, dass nur kernhaltige Zellen, die rot fluoreszierten,
gemessen wurden. Leukozyten, Lymphozyten und polymorphkernige Granulozyten
wurden anhand der Vorwarts- und Seitwarts-Lichtstreuung identifiziert. Mit Hilfe isolierter
und auf ein bestimmtes Volumen eingestellter PMNL-Fraktionen wurde eine
Kalibrationskurve ermittelt.
Es ergab sich folgende Korrelation zwischen dem am Coulter Counter gemessenen
Zellvolumen und der durchflusszytometrisch bestimmten Vorwartslichtstreuung
(Forwardscatter, FSC): Zellvolumen [fl] = FSC x 0,246 + 222,2. N =15;r=0,955und p =
0,0001 (Korrelationskoeffizient nach der Methode von Pearson) [54].

Die Inkubation von isolierten PMNL mit LDS 751 zeigte, dass der Farbstoff keinen
Einfluss auf die Volumenregulation hatte. Messungen innerhalb einer Stunde nach

Isolation am Coulter Multisizer ergaben durchwegs stabile Werte, erst danach kam es zu
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Veranderungen in der Vorwartslichtstreuung aufgrund einer dann einsetzenden

Volumenregulation der Zellen.

3.1.9 Statistik

Die Daten wurden mit Hilfe handelsublicher Software (SPSS Version 11, SPSS-
Software, Jandel Scientific, Erkrath, Deutschland) analysiert. Die Darstellung erfolgte mit
dem Graphikprogramm Sigma-Plot (Version 8.0, Jandel Scientific, Erkrath, Deutschland).
Die Prufung auf Vorliegen einer Normalverteilung wurde mit dem Einstichprobentest
nach Kolmogorov-Smirnov durchgefiihrt. Da die meisten untersuchten Parameter nicht
normal verteilt waren, erfolgte die Prifung auf signifikante Unterschiede zwischen
unverbundenen Stichproben mit dem Mann-Whitney-Test und zwischen verbunden
Stichproben mit dem Wilcoxon-Test. Das Signifikanzniveau wurde fur einen a-Fehler von
p < 0,05 festgelegt. Die Messwerte der Variablen sind als Mittelwerte und Standardfehler
angegeben. Fur die im Abschnitt 4.1.2 angegebenen Daten erfolgte eine zusatzliche
Auswertung durch und in Zusammenarbeit mit Pharmalog, Institut fir Klinische

Forschung, Minchen.

3.2 Material

3.2.1 Reagenzien

Losungen fir die intravasale Volumensubstitution:

RescueFlow® (6 % Dextran 70 (mittleres MG 70.000 D) in 7,5 % NaCl Losung,

Osmolalitat 2400 mosmol/kg), Biophausia, Uppsala, Schweden
HAES-steril® 6 % BP (O-2-Hydroxy-aethyl-Starke, mittleres MG 200.000 D,
Substitutionsgrad 0,4 - 0,55 = HAES 200/0,5 in 0,9 % NaCl, Osmolalitdt 308 mosmol/kg),

Fresenius Kabi GmbH, Bad Homburg

Promit® (3g Dextran 1 in 20ml 0,9 % NacCl), Pharmalink AB, Isernhagen
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Substanzen fir die Entnahme und Konservierung von Blutproben und fir die

Bestimmung metabolischer Parameter

Stopplésung fur die Messung von Purinen:
Dipyridamol 2x10™*M, EHNA 2x10°M, EDTA 2x10°M, EGTA 2x10M, D-L-alpha-
Glycerophopsphat 2x10M in physiologischer Kochsalzlésung, pH 7,40

Reagenzien fir die Bestimmung der Adhéasionsmolekiilexpression, der Superoxid-

anionenproduktion und des Zellvolumens polymorphkerniger Leukozyten

Vetren Heparin, Promonta GmbH, Hamburg, Deutschland

HBSS (Hank’s buffered salt solution), Apotheke des Klinikums der Universitat Minchen

Dreg200 und IB4, monoklonale Antikoérper, Experimental Medicine Incorporation, New
Jersey, Princeton, USA

FACS Lysing Solution, Becton-Dickinson, Heidelberg, Deutschland

Cytochrom C, Sigma, Deisenhofen, Deutschland

Cytochalasin B, Sigma, Deisenhofen, Deutschland

fMLP, Sigma, Deisenhofen, Deutschland

Superoxiddismutase, Sigma, Deisenhofen, Deutschland

LDS 751, Molecular Probes, San Diego, CA, USA

Ficoll Histopaque-1077, Sigma, Deisenhofen, Deutschland

Saponin, Fluka / Sigma, Deisenhofen, Deutschland

Amilorid, Sigma, Deisenhofen, Deutschland

Bumetanid, Sigma, Deisenhofen, Deutschland

Glutaraldehyd, Sigma, Deisenhofen, Deutschland

Dipyridamol, Sigma, Deisenhofen, Deutschland

Reagenzien fir die Bestimmung der Purine

EHNA, Sigma, Deisenhofen, Deutschland
EDTA, Sigma, Deisenhofen, Deutschland
EGTA, Sigma, Deisenhofen, Deutschland

alpha-Glycerophosphat, Sigma, Deisenhofen, Deutschland
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3.2.2 Gerate

Laborzentrifuge, Biofuge, Heraeus, Hanau, Deutschland

FACScan, Becton-Dickinson, Heidelberg, Deutschland

HPLC, Waters Millipore, Eschborn, Deutschland

Cygnetic fraction sampler, Isco, Lincoln, NE, USA

Coulter Counter Multisizer 11, Coulter, Krefeld, Deutschland

Photometer Dynatec MRX 7000, Dynatec Laboratories Inc, Alexandria, VA, USA
Blutgasanalysegerat Radiometer ABL700, Radiometer, Willich, Deutschland
Advanced Osmometer, Advanced Industries, Norwood, MA, USA

3.2.3 Software

SPSS Version 11, SPSS-Software, Jandel Scientific, Erkrath, Deutschland
Sigma Plot, Version 8.0, SPSS-Software, Jandel Scientific, Erkrath, Deutschland
MS Office Word, Microsoft Deutschland GmbH, Unterschleil3heim, Deutschland
Lotus Endnote, ISI ResearchSoft, Berkeley, CA, USA
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4. ERGEBNISSE

4.1 Klinische Parameter

4.1.1 Abklemmzeit, Studienpopulation

Die Abklemmzeiten (HAES 38,5 + 5,7 min, HSD 32,6 + 3,8 min) waren in beiden
Gruppen vergleichbar und aufgrund des schnellen operativen Vorgehens entsprechend
kurz. Die Patienten, welchen HSD infundiert wurde (vier mannlich, drei weiblich), waren
durchschnittlich 67,6 + 13,6 Jahre alt, hatten ein Kérpergewicht von 75,4 + 18,4 kg und
eine Grol3e von 167,0 = 8,7 cm. Die Patienten, die HAES erhielten (sechs mannlich, eine
weiblich) waren 69,9 + 4,0 Jahre alt und wogen 76,9 + 11,0 kg bei einer Kérpergré3e von
170,9 £ 6,0 cm.

4.1.2 Intraoperative Himodynamik und Volumenstatus

Beide Patientengruppen unterschieden sich hinsichtlich der hamodynamischen
Parameter im gesamten Beobachtungszeitraum nicht. Innerhalb der jeweiligen Gruppe
kam es zu keiner signifikanten Veranderung der Herzfrequenz (Tabelle 2) oder des
mittleren arteriellen Blutdrucks. Ein Abfall des arteriellen Blutdrucks im Sinne eines
.,declamping shock” wurde nach dem Wiederertffnen der Aorta nicht beobachtet
(Tabelle 3). Der Herzindex, d.h. das auf die Koérperoberflache bezogene Herzzeit-
volumen, stieg infolge der Infusion der Volumenersatzmittel noch vor Reperfusion in

beiden Gruppen signifikant an (Tabelle 4).

0 A B 5'
68,7 67,4 73,3 76,7
A | (£20,4) | (+10,3) | (#11,2) | (£10,1)
£
60,7 68,8 70,5 75,6
@ (£9,8) (+11,2) | (#13,4) | (+16,4)
T

Tabelle 2. Herzfrequenz (min™). MW + SE, n = 7 pro Gruppe
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0 A B 5’

79,7 81,8 79,6 82,5
A | (#10,2) | (#14,8) | (£150) | (+10,7)
L

78,6 73,7 84,8 82,0
@ (+11,5) | (+10,1) | (£11,8) | (+12,2)
I

Tabelle 3. MAP (mmHg). MW + SE, n =7 pro Gruppe

0 A B 5’
3,0 3,1 4.4 4,7
A | (07 | (#0,8) | (¥1,1) | (£0,9)
£
2,9 3,0 4,2 4.6
@ (+0,8) | (0,6) | (+0,8) | (£0,7)
I

Tabelle 4. HI (Herzindex, I/min/m?). MW + SE, n = 7 pro Gruppe,

"p < 0,05 vs Zeitpunkt 0, * p < 0,05 vs Zeitpunkt A

Parallel dazu nahmen sowohl der ZVD als auch der pulmonalkapillare Verschlussdruck
(PCWP) innerhalb der beiden Gruppen signifikant zu (Tabelle 5 und 6).

0 A B 5’

9,0 9,1 #14,2 | 14,0
A | (#31) | (#4,8) | (#4,0) | (#4.1)
¢

9,8 10,7 #159 | 16,4
é’ (+3,0) | (#4,3) | (#4,3) | (£4,5)
I

Tabelle 5. CVP (mmHg). MW = SE, n = 7 pro Gruppe, " p < 0,05 vs Zeitpunkt 0, * p < 0,05 vs Zeitpunkt A
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0 A B 5

10,4 9,8 #16,4 | 15,9
A | (#21) | (#45) | (#3,3) | (#4,5)
¢

10,1 8,9 "16,4 | 17,9
ﬁ (+3,0) | (#5,0) | (£3,7) | (¥4,1)
I

Tabelle 6. PCWP (mmHg). MW + SE, n = 7 pro Gruppe, " p < 0,05 vs Zeitpunkt 0 ,

#p < 0,05 vs Zeitpunkt A

Bei der Auswertung der intraoperativen Flussigkeitsbilanz ergab sich eine signifikant
geringere Zufuhr in der HSD-Gruppe. HSD: + 4148 ml (+ 1513 ml) vs.
HAES: + 5300 ml (£ 1075 ml), p < 0,05. Der postoperative Flussigkeitsbedarf, der in den
beiden Gruppen um sechs Uhr am nachsten Morgen bestimmt wurde, zeigte jedoch
keinen signifikanten Unterschied mehr zwischen den Patienten, die HAES oder HSD
erhalten hatten: HSD: + 984 ml (+ 1103 ml) vs. HAES: + 780 ml (= 1597 ml).
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4.1.3 Osmolalitat

Wie erwartet, bewirkte die Infusion der Dextranlésung in 7,5 % NaCl mit einer
theoretischen Osmolalitat von 2400 mosmol/kg, einen signifikanten Anstieg der
Plasmaosmolalitdt bis in die postoperative Phase. Im Vergleich zur HAES-Kontroll-
Gruppe ergaben sich signifikant hhere Messwerte zum Zeitpunkt B und 157, sowie in

der Tendenz bis zu zwei Stunden nach Infusion von HSD.

Osmolalitat
350 Il HAES
[ HSD
*#§
B *#§ - ’;
T
T
g‘“ T
E, 300 A <
S T
S
250
50
NI NN (REN e NEm (NEN e

Abbildung 3. Osmolalitat im Plasma. MW + SE, n = 7 pro Gruppe, ~p < 0,05 vs Zeitpunkt O,
#p < 0,05 vs Zeitpunkt A, ® p < 0,05 HSD vs HAES
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HAES

HSD

4.2 Parameter des Energiestoffwechsels

4.2.1 Purine

Die Plasmakonzentrationen der verschiedenen Produkte des Purinstoffwechsels
Adenosin, Inosin, Hypoxanthin und Xanthin wurden im arteriellen Blut gemessen.
Waéhrend sich fur Adenosin keine Verédnderungen ergaben (s. Tabelle 7), zeigte sich in
beiden Gruppen ein signifikanter Anstieg des Inosins und des Hypoxanthins in der Phase
der Reperfusion. In der HSD-Gruppe erreichten die postreperfusionellen Kon-
zentrationen von Hypoxanthin und Xanthin tendenziell héhere Werte als in der HAES-
Gruppe. Signifikant hohere Xanthin-Werte ergaben sich in der HSD- gegeniber der
HAES-Gruppe 24 Stunden nach der Operation (Abbildung 4).

0 A B 1 3 5’ 15’ 1h 24h
87,11 @ 66,64 63,81+ 8555 87,97 80,07 71,03 81,75 | 76,99
+19,22 | 16,15 12,63 +17,24 | £20,15 +14,50 +13,98 +14,54 | +14,82
71,24 | 46,32 @ 57,68 | 57,72 @ 62,91 63,62 63,36 65,48 | 61,05
+9,91 +8,32 +11,64 | +1461 @ #1521 +16,25 +12,50 +15,19 +4,14

Tabelle 7. Adenosinplasmakonzentration (nmol/l). MW + SE, n = 7 pro Gruppe, " p < 0,05 vs Zeitpunkt 0
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4.2.2 Laktat und Saure-Basen-Haushalt

Nach Abklemmen der Aorta nahm die arterielle Laktatkonzentration in beiden Gruppen
zunachst ab, wobei nur bei den Patienten, die HAES erhielten das Signifikanzniveau im
Vergleich zu den Zeitpunkten O und B erreicht wurde. Obwohl die Laktatkonzentration
wéahrend des aortalen Clamping paradoxerweise absank, wurden die metabolischen
Folgen der Ischdmie durch die Erniedrigung des arteriellen pH-Wertes und den Anstieg
des negativen Baseniberschusses (BE) offensichtlich. Dies zeigte sich interessanter-
weise bereits zum Zeitpunkt B, d.h. bevor es zur Wiederertéffnung der zuvor
verschlossenen GefalRstrombahn kam. Mit Reperfusion kehrte in beiden Gruppen die
Plasmalaktatkonzentration und der pH in den Bereich der Ausgangswerte zurick,
wéhrend der negative BE mit Ausnahme in der HSD Gruppe bis zu 2 h erhéht blieb. In
der HSD Gruppe war 15 Minuten nach Offnen der Aortenklemme der negativen BE im
Vergleich zur HAES-Gruppe signifikant héher (Abbildung 5).
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Abbildung 5. Laktat, pH und BE. MW * SE, n = 7 pro Gruppe, ' p < 0,05 vs Zeitpunkt 0, * p < 0,05 vs
Zeitpunkt A, $ p < 0,05 HSD vs HAES
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4.3 Parameter der Inflammation

4.3.1 Zellzahlen

Die Konzentration der Leukozyten im Blut nahm, bedingt durch die Entwicklung einer

Granulozytose, bereits 1 h nach Reperfusion signifikant zu und stieg bis zu 24 h nach

der Operation weiter an (Tabelle 8 und 9). Bemerkenswert ist eine signifikant hdhere

Anzahl von Lymphozyten nach Infusion von hypertoner, hyperonkotischer Dextranlésung

in der HSD-Gruppe (Tabelle 10), wobei die Lymphozytenzahlen insgesamt in beiden

Gruppen nur geringe Veranderungen zeigten.

0

6457
0

+
u 779
T

7543
a +465
T

A

4986
+544

5829
+349

B

5443
*796

5471
529

5 15’ 2h 24h
6671 6743 #7743 #8929
+1006 +950 +726 +691

6314 6300 “8814 | *9783
+460 +541 +773 +764

Tabelle 8. Leukozytenzahlen. MW + SE, n = 7 pro Gruppe, = p < 0,05 vs Zeitpunkt 0, * p < 0,05 vs

Zeitpunkt A
0

4529
0

+
= 1749
T

5054
8 1444
T

A

3434
+555

3839
+241

B

4132
+836

3250
321

S’ 15’ 2h 24h

5107 “5261 %6393 | %7259
+1035 +893 +603 +608

4039 “4476 #7080 | %8436
+334 +414 +668 +818

Tabelle 9. PMNL-Zahlen. MW * SE, n = 7 pro Gruppe,  p < 0,05 vs Zeitpunkt 0, * p < 0,05 vs Zeitpunkt A
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0 A B S’ 15’ 2h 24h

" 1288 961 830 1065 982 743 916
Ii(J +206 +139 +145 +262 +224 +152 +150
I

1651 1246 51586 1703 1155 1013 833
8 +281 +163 +256 +331 +131 +90 +192
I

Tabelle 10. Lymphozytenzahlen. MW + SE, n = 7 pro Gruppe, " p < 0,05 vs Zeitpunkt 0, * p < 0,05 vs
Zeitpunkt A, ® p < 0,05 HSD vs HAES

4.3.2 Adhasionsmolekile

Als Ausdruck einer Aktivierung zirkulierender Granulozyten war die numerische
Expression von fB,-Integrinen auf PMNL tendenziell in der Kontroll-HAES-Gruppe im
zeitlichen Verlauf und auch im Vergleich zur Verum-HSD-Gruppe gesteigert. Statistisch
signifikante Unterschiede ergaben sich —in Bezug auf das Expressionsniveau zum
Zeitpunkt O— fur die HAES-Gruppe zwei Stunden nach Reperfusion, in der HSD-Gruppe
eine, drei Minuten und zwei Stunden nach Reperfusion. Signifikante Unterschiede im
Sinne einer erhohten Expression in der Kontrollgruppe wurden am Ende der
Abklemmphase, 15 Minuten und 24 Stunden nach Reperfusion beobachtet
(Abbildung 6).

Obwohl eine Aktivierung von Granulozyten mit einer Abnahme der L-Selektine auf der
Zelloberflache (Abschneiden der Molekile durch Proteasen) einhergeht, nahm in beiden
Gruppen die L-Selektinexpression bis zu 2 h nach Reperfusion zu und zeigte erst 24 h
spater einen Abfall, jedoch ohne dass ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden

Gruppen zu erkennen war.
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Abbildung 6. B,-Integrine (IBs,-Fluoreszenz) und L-Selektine (Dreg,q-Fluoreszenz). MW + SE, n = 7 pro
Gruppe, " p < 0,05 vs Zeitpunkt 0, * p < 0,05 vs Zeitpunkt A, ® p < 0,05 HSD vs HAES
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4.3.3 Produktion von Superoxidanionen

Die Fahigkeit zirkulierender Granulozyten, spontan Superoxidanionen freizusetzen, war
nach Anasthesieinduktion und vor Beginn der Infusion der Testlosungen nicht
unterschiedlich, nahm in beiden Gruppen tendenziell, nicht-signifikant zu und erreichte
maximale Werte 3 Minuten nach Wiederer6ffnen der aortalen Strombahn. Nach Ende
der Kolloidinfusion war die spontane Superoxidanionenproduktion in der Kontroll-HAES-
Gruppe tendenziell héher als in der Verum-HSD-Gruppe. Eine statistisch signifikant
geringere Freisetzung potenziell zytotoxischer Superoxidanionen mit maximaler
Suppression wurde 15 Minuten nach Reperfusion in der HSD-Gruppe beobachtet. Auch
die Bildung von Superoxidanionen nach zusatzlicher Stimulation der Zellen ex vivo mit
dem chemotaktischen Tripeptid fMLP zeigte nach anfanglicher Steigerung auf ein gleich
hohes und maximales Ausgangshiveau kurz vor Beginn der Kolloidinfusion im weiteren
Verlauf tendenziell niedrigere Werte in der Verum HSD-Gruppe, ohne jedoch statistische
Signifikanz im Vergleich zur HAES-Gruppe zu erreichen (Abbildung 7).
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Abbildung 7. Spontane (oben) und fMLP-stimulierte (unten) Produktion reaktiver Sauerstoffspezies. MW +
SE, n = 7 pro Gruppe, p < 0,05 vs Zeitpunkt 0, “ p < 0,05 vs Zeitpunkt A, ® p < 0,05 HSD vs HAES
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4.3.4 Zellvolumen

Umgekehrt proportional zur Steigerung der Serumosmolalitdt infolge Infusion von
hypertoner, hyperonkotischer Kochsalz-Dextranldsung (Abbildung 3) nahm das Volumen
der Granulozyten noch vor Reperfusion auf minimale Werte tendenziell ab - um erst drei
Minuten spater tendenziell wieder anzusteigen. Im Gegensatz dazu stieg das
Zellvolumen in der frihen Phase der Reperfusion in der HAES-Gruppe als Folge der
Aktivierung der Granulozyten tendenziell passager an. Bedauerlicherweise konnte
aufgrund technischer und logistischer Probleme keine gro3ere Patientenzahl hinsichtlich

der Veranderungen des Zellvolumens analysiert werden, so dass auf eine vergleichende

Statistik innerhalb und zwischen den Gruppen verzichtet werden muss.
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Abbildung 8. Zellvolumen. MW % SE, n = 2-3 pro Gruppe

30




4.3.5 Interleukin 6 und 8

Wie bei groRerem Gewebetrauma zu erwarten, zeigte sich ein transienter Anstieg der
inflammatorischen Zytokine Interleukin 6 und 8 in den beiden Gruppe mit maximalen
Werten 2 h Stunden nach der Operation (Abbildung 9 und 10). Diese zeitlichen
Verédnderungen erreichten jedoch nur in der Kontrol-HAES-Gruppe statistische

Signifikanz gegentber den Ausgangswerten.
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Abbildung 9. IL 6. MW + SE, n = 7 pro Gruppe, p < 0,05 vs Zeitpunkt 0, # p < 0,05 vs Zeitpunkt A
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5. DISKUSSION

5.1 Ischamie-Reperfusion-bedingte Stérungen im Energiestoffwechsel

bei Ausschaltung eines infrarenalen Bauchaortenaneurysmas

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war es zu prufen, ob es bei den im Studienprotokoll
festgelegten  Patientengruppen zu einer metabolisch  fassbaren Ischamie-
Reperfusionsreaktion kommt. Zudem sollte beantwortet werden, welcher Metabolit des
Energiestoffwechsels die gré3te Veranderung zeigt. Hierzu wurden klassische
IschAmieparameter wie z.B. Laktat, pH und Base-Excess, aber auch
Purinabbauprodukte aus dem Energiestoffwechsel bestimmt. Alle Parameter zeigten
deutliche Veranderungen, abhéangig vom Abklemmen der Aorta. Um zu ergriinden,
welcher der gemessenen Parameter am besten geeignet erscheint, eine Ischamie-
Reperfusionsreaktion zu erfassen, sollen im Folgenden zunachst die Verdnderungen im
Metabolismus der Kontroll-HAES-Gruppe, also derjenigen Patientengruppe eingehender
betrachtet werden, die das herkdmmliche Infusionsregime erhielt.

Im Vergleich zu anderen klinischen Ischdmie-Reperfusionsreaktionen z.B. nach
Anwendung des Pringle-Mandvers bei der Teilresektion der Leber zeigt sich, dass das
Ausmall der bei der KontrolllHAES-Gruppe in der vorliegenden Studie zu
beobachtenden Veranderungen der Purinplasmakonzentrationen ca. nur ein Drittel der
Werte betrdgt wie sie nach ca. 35 Minuten Ischdmie der Leber in der Phase der
Reperfusion auftreten [55].

Obwohl die Abklemmzeiten in beiden Kklinischen Studien vergleichbar lang sind
(infrarenale Aneurysmaektomie ~ 38 min vs. Pringle-Mandver ~ 35 min), ergibt sich
damit in der vorliegenden Studie eine deutlich schwéacher ausgepréagte Ischamie-
Reaktion. Dies erstaunt nicht, da bei infrarenalem Abklemmen vorwiegend die
Muskulatur vom Zirkulationsstopp betroffen ist, welche im Gegensatz zum metabolisch
hochaktiven Leberparenchym einen deutlich geringeren Ruheenergieumsatz hat [56]. In
Einklang mit diesen Befunden relativ niedriger Purinplasmakonzentrationen bei
infrarenaler Aneurysmaektomie stehen vergleichbar niedrige Werte bei schwerer
koérperlicher Belastung gesunder Sportler™.

Bei Betrachtung der einzelnen Purine ergeben sich in der vorliegenden Studie fur die

Konzentrationen von Adenosin im Plasma keine statistisch signifikanten Veranderungen

! Personliche Mitteilung Dr. A. Choukér
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(Tabelle 7). Im Unterschied zu dem eher enttduschenden Verlauf der arteriellen
Adenosin-Plasmakonzentrationen stehen die Veradnderungen seiner Metabolite Inosin
und Hypoxanthin: Beide Purine nahmen transient zu, wobei der Anstieg des Inosins eine
Minute nach Beginn der Reperfusion erstmals statistische Signifikanz erreichte.
Hypoxanthin stieg erst spater mit Signifikanz 15 Minuten nach Reperfusion an, wobei
beide Substanzen auf mehr als das Doppelte der Ausgangswerte zunahmen. Wahrend
das Ausmalfd der Veranderungen beim Xanthin keine Signifikanz erreichte, war auch hier
ein Trend zu einer verzogerten Kinetik zu beobachten, da tendenziell maximale
Konzentrationen erst 15 Minuten nach Wiederherstellen des Blutflusses auftraten.
Zusammenfassend ist damit bei den Purinen eine zeitlich versetzte Kinetik erkennbar,
deren Abfolge dem Abbauweg von Adenosin bis zum Xanthin entsprechen kdnnte.

Die ,klassischen“ Ischamieparameter wie Laktat, pH und BE zeigten ebenfalls
eine deutliche Abhangigkeit von den einzelnen Phasen der Operation: Die
Laktatplasmakonzentration fiel bis zum Zeitpunkt B signifikant ab. Bei Betrachtung des
Basenuberschusses (,base excess”, BE) und des pH-Wertes, féllt allerdings auf, dass
ein Anstieg (s. Abbildung 5) bzw. Abfall bereits zum Zeitpunkt B zu beobachten war, also
schon vor dem Declamping der Aorta. Letztere Verdnderungen konnten durch die
Existenz von Kollateralen erklart werden, welche selbst nach dem Setzen der aortalen
Klemme noch eine gewisse Perfusion der abhangigen Strombahn gewahrleisten [3] und
es so zur Einschwemmung saurer Stoffwechselprodukte in die Zirkulation kommt. Eine
maogliche Antwort auf die Frage, warum nicht parallel dazu die Plasmalaktatkonzentration
ansteigt, liefert folgende Hypothese: Ein Grund fiir das gegensatzliche Verhalten des
Laktats konnte in der Induktion einer schnelleren Metabolisierung der Milchsdure im
Herzmuskel in dieser Phase sein. Es ist bekannt, dass das Myokard bereits in Ruhe bis
zu 40 % seines Energiebedarfs durch die Utilisation von Laktat deckt [57]. Eine weiterer
Anstieg der myokardialen Laktatmetabolisierung ware gerade in der Phase des
Abklemmens der Aorta gut vorstellbar, da die akute Erhdhung der Nachlast zu einer
erheblichen Steigerung der Herzarbeit fuhrt.

Mit Beginn der Reperfusion kehren die Laktatkonzentration, der pH-Wert und der
negative Basenuberschuss auf den Bereich der Ausgangswerte vor Abklemmen der
Aorta zuruck.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass alle gemessenen Parameter wahrend der
Operation systematischen Verdnderungen unterliegen, deren Kinetik und Ausmal’ sich
Ischamie-Reperfusion-Phasen spezifisch unterscheiden: In der Phase des Abklemmens
sinkt der pH-Wert signifikant ab und der negative Basenuberschuss steigt auf das

Vierfache des Ausgangswertes signifikant an. Paradoxerweise fallt die
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Plasmakonzentration des Laktats gegen Ende der Ischamie signifikant ab, eine
Verédnderung, die mdoglicherweise durch eine Verstoffwechselung im Herzmuskel zu
erklaren ist.

In der Phase der Reperfusion steigt allein die Plasmakonzentration des Inosins nach
einer und drei Minuten gegenuber den vor Beginn der Ischamie bestehenden
Ausgangswerten fast um das Doppelte signifikant an. Man kann deshalb den negativen
Basenuberschuss in der Phase der Ischamie und das Inosin in der Phase der
Reperfusion als die am frihesten und am empfindlichsten reagierenden metabolischen
Parameter einer Ischamie bzw. einer Reperfusion betrachten.

Beim Vergleich der Purine zwischen den beiden Gruppen HAES und HSD zeigt
sich ein nahezu identisches Verhalten. Die tendenziell grof3ten Unterschiede zwischen
den beiden Gruppen sind beim Hypoxanthin und Xanthin zu erkennen. Beide Metabolite
sind in der Phase der Reperfusion in der HSD-Gruppe hoéher, wenn auch keine
Signifikanz erreicht wird. Da sich die beiden Patientengruppen bzgl. der Parameter der
intraoperativen Hamodynamik und der Dauer der Ischamiezeit (s. Abs. 4.1.1) nicht
unterschieden, kénnen bei aller Vorsicht die tendenziell h6heren post-reperfusionellen
Purinkonzentrationen in der HSD-Gruppe als ein Hinweis fir ein besseres Auswaschen
der Purinmetabolite aus dem zuvor ischdmischen Gewebe gewertet werden. Ein
vergleichbares Verhalten ist auch beim BE zu erkennen, wobei 15 Minuten nach
Reperfusion ein signifikant héherer negativer Wert in der HSD-Gruppe zu beobachten
war. Dies konnte bspw. durch eine bessere Wiedererdffnung und Perfusion der
Mikrozirkulation nach Ischamie bedingt sein (sog. ,Reflow-Paradox”) [58,59]. Bei ,no-
reflow“-GefalRen hingegen handelt es sich um —auch nach Reperfusion— funktional von
der Strombahn abgeschnittenen Gefal3provinzen in der Mikrozirkulation. Ursache sind
u.a. vergroRerte ddematdse Endothelzellen, welche durch Applikation von hypertoner
Infusionslésung wieder zum Abschwellen gebracht werden kénnen [11,60]. Bei diesem
im angloamerikanischen Schrifttum als ,microvascular salvage” bezeichneten Effekt der
hypertonen Infusionslosungen handelt es sich um eine von den immunologischen
Auswirkungen auf PMNL unabhéngige positive Wirkung, die Uber eine Rekrutierung der
mikrovaskularen Strombahn durch ,de-swelling” von Endothelzellen zu dem in der HSD-
Gruppe beobachteten gesteigerten Auswaschphdnomen der Purinmetabolite und dem

ausgepragter negativen BE fiihren kann.
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5.2 Inflammationsreaktion und Aktivierung von polymorphkernigen

Granulozyten

5.2.1 Adhasionsmolekile

Wahrend Ischamie und Reperfusion werden zirkulierende polymorphkernige
Granulozyten durch eine Reihe von inflammatorischen Stimuli aktiviert. Erkennbar ist
dies u.a. an einer Anderung der Expression von Adhasionsmolekilen auf diesen Zellen
[61,62]. Dem L-Selektin vermittelten Rollen von PMNL an der Gefallwand folgt die
Adhasion der Zellen an das Endothel, vor allem im Abschnitt der postkapillaren Venolen,
ein Vorgang, der durch B,-Integrine vermittelt wird [16]. Dies bewirkt eine zusatzliche
Stimulierung der PMNL durch Steigerung der Signaltransduktion in das Zellinnere
(sogen. ,co-signaling) und fuhrt zu einer verstarkten Freisetzung von reaktiven
Superoxidanionen und proteolytischen Enzymen [17,20].

Durch den engen Kontakt der Granulozyten mit dem postkapillaren Endothel wird

dieses in Folge der 0.g. Freisetzungsreaktionen nicht nur unmittelbar direkt geschadigt,
sondern auch die Bildung homotypischer Granulozytenaggregate bewirkt aufgrund ihrer
mikrohdmodynamisch bedeutsamen Lokalisation eine weitere Widerstandserhéhung im
Bereich der postkapillaren Venolen mit der Konsequenz einer verstarkten
Flussigkeitssequestration in das Kapillarbett. Das sich entwickelnde interstitielle Odem
kann dann noch offene Kapillaren durch &uf3ere Kompression direkt verschlie3en und zu
dem sog. ,no-reflow* Phanomen u.a. im Hirn und Skelettmuskel nach Ischamie
fuhren [58,59].
Die Sequestration von aktivierten PMNL stellt daher eine Reaktion dar, die dazu beitragt
den durch Ischdmie entstandenen Schaden noch weiter zu verstarken. Dieses Konzept
des ,second hit“ durch Leukozyten wird unterstiitzt durch Befunde die zeigen, dass eine
anti-neutrophilen Therapie effektiv den Ischamie-Reperfusionsschaden reduziert: Die
Depletion von PMNL durch anti-Neutrophilen-Antikérper [18] oder durch Filterung [22]
vor Ischamie-Reperfusion vermindert deutlich den Gewebeschaden. Zudem kann durch
Einsatz von Antikorpern, die gegen Adhasionsmolekile auf Endothelzellen oder auf
zirkulierenden PMNL gerichtet sind, ein hochgradiger Schutz vor Organschaden nach
hamorrhagischem Schock erreicht werden [19,63,64].

Gemessen an der Expression von f-Integrinen, zeigte sich eine deutliche
Aktivierung der zirkulierenden PMNL in der vorliegenden Studie. Signifikante

Uberexpression gegeniiber dem Ausgangswert ist fiir die HSD-Gruppe unmittelbar nach
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Reperfusion sowie in beiden Gruppen 2h danach zu beobachten. Ein &hnliches Muster
der Expression von Oberflachenmolekiilen bei Bauchaorten-Operationen wurde von
Barry et. al. fir das Oberflachenmolekil CD11b beschrieben [65], welches zusammen
mit dem ,-Integrin (CD18) den Komplementrezeptor ,CR3" bildet. Vergleicht man beide
Gruppen féllt ferner auf, dass zum Zeitpunkt B, 15’ sowie 24h die PMNL der Patienten in
der Kontroll-HAES-Gruppe signifikant mehr B.-Integrine exprimierten. Dies kann als
Hinweis gewertet werden fur eine verminderte Granulozyten-Aktivierung durch
Applikation hypertoner, hyperonkotischer Dextranldsung, ein Befund der in unserer [54]
und anderen Arbeitsgruppen [45,66-68] bereits friiher aufgezeigt wurde.

Bei der Analyse der L-Selektine kann man feststellen, dass es zun&achst zu einem
Anstieg in der Expression auf PMNL bis zu 2 Stunden postoperativ kam
(Signifikanzniveau wird in beiden Gruppen erreicht vs. Zeitpunkt 0). Eine Aktivierung von
Granulozyten bedeutet jedoch ein Abspalten dieser Rezeptoren von der Zelloberflache
des Granulozyten in das Plasma, wohingegen eine Hochregulation als Mechanismus
nicht beschrieben wird. Eine mdgliche Erklarung fur diesen Befund ist, dass es sich bei
den analysierten Zellen um frisch aus Speichern (Knochenmark, Milz) freigesetzte PMNL
handelte, welche ihre L-Selektinmolekile bekanntlich noch nicht abgespalten haben und
diese mit einer hoheren Dichte exprimieren. Eine Betrachtung der Zellzahlen scheint
diese Hypothese zu unterstitzen, kann man doch einen entsprechenden Anstieg der
Zahl zirkulierender PMNL im relevanten Zeitraum beobachten.

Zum Zeitpunkt 24 Stunden nach der Operation zeigte sich ein in beiden Gruppen
ausgepragter Abfall der Expression an L-Selektinen. In Kombination mit dem bis dahin
erreichten héchsten Wert an PMNL im Blut spricht dies fur eine ausgepragte Aktivierung
der Granulozyten. Im Gegensatz zu den Integrinen ergab der Intergruppenvergleich hier
jedoch keinen signifikanten Unterschied, so dass die Applikation von hypertoner
Kochsalzlésung die spate Aktivierung der PMNL —im Gegensatz zur frihen Reperfusion—

nicht verhindern konnte.

5.2.2 Produktion von Superoxidanionen

Polymorphkernige Granulozyten reagieren nach Stimulation mit einem breiten Spektrum
an Zellantworten, z.B. mit Chemotaxis, Degranulation, Phagozytose und einem Anstieg
des oxidativen Stoffwechsels, dem sog. ,respiratory burst* [69]. Letzterer geht mit einem

steilen Anstieg des zellularen Sauerstoffverbrauchs einher infolge der Produktion von
reaktiven Superoxidanionen (O,) durch die NADPH-Oxidase. In Sekundarreaktionen

entstehen weitere hochreagible Metabolite, z.B. Wasserstoff-Peroxyd (H.O,), Hydroxyl-
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Radikale (HO®) und Singulett-Sauerstoff (*O,). Reaktive Sauerstoffspezies spielen eine
entscheidende Rolle in der bakteriziden Wirkung von Neutrophilen und fur die Erfullung
ihrer Aufgaben im Inflammationsprozess [70]. Bereits 1984 wurde von Markert [52]
beschrieben, wie die Superoxidanionenproduktion von Granulozyten mit Hilfe von
reduziertem Cytochrom C zu messen sei, ein Verfahren, das in abgewandelter Form in
dieser Arbeit zum Einsatz kam [51]. Gemessen wurden sowohl die spontane als auch die
fMLP-stimulierte Produktion von Superoxidanionen durch Phagozyten im Vollblut.

Bei der Betrachtung der Superoxidanionenproduktion in dieser Studie fallt auf,
dass die Werte zum Zeitpunkt Null —vor Intervention— stark unterschiedlich fur beide
Gruppen waren und eine grof3e Standardabweichung aufwiesen, ein Verhalten welches
nicht untypisch fur diese Situation zu sein scheint [71]. Dies kann dadurch erklart
werden, dass die Zeitspanne von Narkoseeinleitung bis zur Messung recht
unterschiedlich ist: Unterschiede im Zeitaufwand fur die Anlage einer thorakalen
Periduralandsthesie, eines arteriellen und zentralvenbésen Zugangs und das
Einschwemmen eines Pulmonalarterien-Katheters, bedingt z.B. durch technische
Schwierigkeiten, Fehl- bzw. Mehrfachpunktionen, etc. kobnnen hier zu einem
unterschiedlichem Niveau der Aktivierung der Leukozyten gefuhrt haben. Zum
Zeitpunkt A scheinen sich diese Unterschiede bereits wieder nivelliert zu haben.

Am  Auffalligsten bei  Betrachtung der unstimulierten  (spontanen)
Superoxidanionen-Produktion war ein deutlicher, signifikanter Unterschied 15 Minuten
nach Wiedereroffnen der Aorta. Es handelt sich hier um eine ausgepragte Hemmung der
Produktion reaktiver Superoxidanionen durch hypertone (Dextran-) Losung, ein Befund
der durch zahlreiche Voruntersuchungen bestéatigt werden kann [44,72-74] und darauf
hinweist, dass hypertone, hyperonkotische Dextranlésung geeignet scheint, den
Ischamie-Reperfusionsschaden zu verringern. Bemerkenswert ist, dass diese
Suppression der Superoxidanionenproduktion nicht mit einer verminderten Mirkobiziditat
der PMNL einherzugehen scheint [75].

Auch bei der Interpretation der fMLP-stimulierten Superoxidanionenproduktion gilt
das oben Gesagte bezuglich den unterschiedlichen Bedingungen bei Induktion der
Narkose. Zum Zeitpunkt A zeigten beide Gruppen einen signifikanten Anstieg auf das
gleiche Niveau, um danach wieder abzufallen. Dies kann als Aktivierung durch das
Gewebetrauma und anschlielende Wirkung der Infusion der beiden Kolloide interpretiert
werden, wobei sich eine Hemmung durch Umhillen (,coating”) der PMNL ergeben
haben kdnnte. Bei den folgenden Messzeitpunkten war der Aktivierungsgrad der HSD
Gruppe immer niedriger als der HAES-Gruppe. Obwohl keine statistische Signifikanz
erreicht wurde, kann dieser Trend als Hinweis auf den Einfluss der hypertonen Kochsalz-

38



Dextraninfusion gewertet werden. Moglicherweise spielt auch der Unterschied zwischen
Dextran und Hydroxyethylstarke und ihre jeweilige Wirkung auf PMNL eine Rolle, wobei
dem Dextran spezifische Eigenschaften zugeschrieben werden, wie z.B. die
Verminderung der Leukozytenadharenz nach Hamorrhagie oder Endotoxindmie [76-78].
Der Wirkmechanismus auf (sub-) zellularer Ebene ist jedoch noch nicht genauer

erforscht.

5.2.3 Zellvolumen

Seit langem ist bekannt, dass polymorphkernige Granulozyten (PMNL) wenn sie aktiviert
werden, um bis zu 30 % im Durchmesser zunehmen. So spielen fir die Zellsequestration
neben den u.a. oben beschriebenen Signalketten Uber Oberflachenrezeptoren rein
mechanische Gesichtspunkte eine Rolle. Wird z.B. der pulmonale Kapillardurchmesser
durch Blahen der Lunge vermindert, so kommt es zu einer gesteigerten pulmonalen
Zellsequestration [79,80]. Unter physiologischen Bedingungen scheinen es sogar
vorwiegend mechanische Faktoren zu sein, die die Sequestration der PMNL in der
Lungenstrombahn bestimmen. Hierfir spricht z.B. die Beobachtung, dass
polymorphkernige Leukozyten mit genetisch bedingter Minderexpression von f,-
Integrinen eine normale Passagezeit aufweisen und nicht weniger sequestrieren als
beim Gesunden [81]. Neben diesen — zumeist unbeachteten — rein mechanischen
Gesichtspunkten gibt es zunehmend mehr Daten die belegen, dass das Zellvolumen
eine wichtige Rolle im Aktivierungsprozess spielt. Volumenverkleinerung nach
osmotischem Stress scheint eine wichtige Rolle fiir die Supprimierung der
Signaltransduktion zu spielen [82-85]. So wird der p38-MAPK-Signalweg, der eine
Schlisselrolle in der Aktivierung der PMNL spielt, durch klinisch relevante Hypertonizitat
moduliert [86] und durch Restrukturierung des Zytoskelett gehemmt [87], abhangig von
der extrazellularen Tonizitat.

In der vorliegenden Arbeit wurde ein Verfahren angewendet mit dem es mdglich war, das
Zellvolumen zirkulierender Granulozyten ex vivo ohne Veranderung der extrazelluléaren
Osmolalitat zu messen. Da die Vorwartslichtstreuung sehr gut mit dem Zellvolumen
korreliert ist [88], war es mdglich ohne vorherige Isolierung der Zellen das Volumen zu
bestimmen. Nachteil der Zellseparation ist bekanntlich immer ein gewisses Mal3 an
Aktivierung immunkompetenter Zellen durch den Isolationsprozess [89,90]. Mehrere
Versuche eine Volumenregulation wahrend der Zellisolation zu verhindern zeigten sich

jedoch entweder als nicht effektiv oder als nicht praktikabel, weshalb die von uns zuletzt
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entwickelte Methode mit nur einem Verdinnungsschritt einherging und sich als
Uberlegen erwies.

Leider konnte aus personellen sowie zeitlich-organisatorischen Grinden nicht bei allen
Patienten eine Messung des Zellvolumens durchgefuhrt werden. Wir verzichteten
deshalb auf eine statistische Auswertung und Interpretation und beschrankten uns auf
die exemplarische Darstellung der gewonnen Daten im Ergebnisteil. Letzteres auch mit
dem Ziel, die neue Methode nicht nur zu beschreiben, sondern auch ihre
Durchfuhrbarkeit aufzuzeigen. Der Vergleich der Kinetik der Serumosmolalitat mit dem
Zellvolumen zeigte eine inverse Beziehung nur in der HSD Gruppe als mdglichen
Hinweis auf eine hypertonizitats-bedingte Zelldehydratation, deren potenzielle Folgen
eine Hemmung granulozytarer zytotoxischen Funktionen wie die oben diskutierte p2-
Integrinexpression (s. Abs. 5.2.1) und die Superoxidanionenproduktion (s. Abs. 5.2.2)

sein konnten.

5.2.4 Zytokine: Interleukin 6, 8

Interleukin (IL) 6 ist ein Botenstoff, der in seinen Eigenschaften sehr gut charakterisiert
ist und von vielen Zellarten produziert und sezerniert wird, z.B. von Monozyten,
Endothelzellen, T-Lymphozyten, PMNL und Makrophagen [91]. Neben vielen anderen
Funktionen bewirkt IL 6 die Produktion der Akut-Phase-Proteine in der Leber und es
spricht vieles daflir, dass es einer der wichtigsten Mediatoren der postoperativen
Stressreaktion ist [92]. IL 6 besitzt pleiotrope Eigenschaften, weshalb erhdhte
Plasmaspiegel mit einem schlechteren Outcome in anderen Studien in Zusammenhang
gebracht wurden [93]. Der Anstieg der Zytokin-Spiegel bei (Gefal3-) chirurgischen
Eingriffen ist gut definiert und vielfach dokumentiert [94-96]. Ursachen daflr sind die
Ischamie-Reperfusionsreaktion, die Aktivierung von Leukozyten an Fremdoberflachen
und das Operationstrauma bei der Laparotomie.

Betrachtet man den Verlauf des IL 6 so zeigte sich ein Gipfel zwei Stunden nach
Operationsende. Die gemessenen Werte sind vergleichbar mit denen, die z.B. Rowland
bei der gleichen Eingriffsart berichtet, jedoch ergaben sich in seiner Arbeit [97] die
hdchsten Werte zum Zeitpunkt 24 Stunden nach der Operation. Erstaunlicherweise war
die mittlere Clampingzeit mit 82,5 min mehr als doppelt so lange wie in unserer Studie
(HAES 38,5 + 5,7 min, HSD 32,6 + 3,8 min), so dass eine Vergleichbarkeit der Daten nur
begrenzt moglich ist. In einer von Galle et al [98] durchgefiihrten Untersuchung, in der er
offenes mit endovaskularem Vorgehen vergleicht, waren die in der Gruppe mit
Laparotomie gemessenen IL 6 Werte deutlich niedriger als die in der vorliegenden
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Arbeit. Dies verwundert nicht, da die Patienten in der Studie von Galle et al. in der
Mehrzahl Y-Prothesen im Bereich der Aorten-Bifurkation erhielten. Dabei wurde die
Strombahn der jeweiligen Seite zu unterschiedlichen Zeitpunkten wiedereroffnet, so dass
es zu geringeren Peak-Werten kommen musste.

Interleukin 8 ist ein starkes pro-inflammatorisches Zytokin, welches &hnlich dem
IL 6 von verschiedenen Zellen sezerniert wird [99]. Es ist chemotaktisch wirksam,
aktiviert Neutrophile stark [100-102] und ist damit entscheidend fur die Entwicklung eines
Ischamie-Reperfusionsschadens [103,104]. Patienten, die sich einer Operation wie der
eines abdominalen Aortenaneurysmas unterziehen, weisen erhohte IL 8 Spiegel auf und
es konnte ein Zusammenhang zwischen dem Ausmal} des Anstiegs dieses Zytokins und
einer schlechten Prognose aufgezeigt werden [105]. In der vorliegenden Studie stiegen
die IL 8 Werte als Ausdruck der inflammatorischen Aktivierung infolge des Eingriffs
deutlich an. Die absoluten Werte fielen jedoch im Vergleich mit denen aus anderen
Studien geringer aus (ca. 1/5 verglichen mit Operationen eines BAA [97] oder auch TAA
[15]). Ein Grund konnte auch hier wieder die deutlich kirzere Phase der
Gewebeischamie in der vorliegenden Studie sein oder verglichen mit thorakalen
Aneurysmen, das geringere Gewebetrauma.

Beachtlich ist, dass sowohl bei IL 6 als auch bei IL 8 nur in der HAES-Gruppe
signifikante Verdnderungen bezuglich der Zeitpunkte O sowie A erreicht wurden. Dies
kann man als moglichen Hinweis auf eine anti-inflammatorische Wirkung von HSD

werten.

5.3 Klinischer Verlauf

Die beiden Patientengruppen unterschieden sich nicht beziglich der postoperativen
Flussigkeitsbilanz oder im Katecholaminbedarf. Hinsichtlich der h&modynamischen
Parameter verhielten sich die HSD und die Kontrollgruppe gleich. Da die grofdten
hamodynamischen Veranderungen in der Phase der Ischdmie und in der friihen Phase
der Reperfusion auftreten, haben wir auf eine Darstellung hamodynamischer
MessgroRen zu spateren Zeitpunkten nach Reperfusion angesichts fehlender
Signifikanzen innerhalb und zwischen den Gruppen verzichtet. Keiner der Patienten
erhielt wahrend des Beobachtungszeitraumes Hydrokortison, um dessen
immunologische Effekte zu vermeiden.

Der Fokus der vorliegenden Arbeit lag auf der Beleuchtung von ausgewahlten
metabolischen und immunologischen Aspekten der Wirkung von hypertoner,

hyperonkotischer Dextranlosung. Aufgrund der kleinen Fallzahl von n = 7 pro
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Patientengruppe ist eine Aussage beziiglich besserem Uberleben bei Applikation von
HSD im Rahmen des Ausschaltens eines Bauchaortenaneurysmas nicht moglich.
Dennoch soll hier kurz anhand des Interleukin 6 auf indirekte Hinweise eingegangen
werden, ob ein solcher Effekt bei einer grol3eren Fallzahl zu erkennen wére.

Interleukin 6 ist moglicherweise einer der wichtigsten Botenstoffe einer

postoperativen Akut-Phase-Reaktion [92] und es ist belegt, dass erhéhte Plasmaspiegel
in vielen Situationen mit einem schlechten Outcome korreliert sind [93,106-108]. Dies gilt
fur die akute Phase, aber auch im Besonderen fur die Langzeitprognose bei Patienten
mit Bauchaortenaneurysma [109]. Je hdher die gemessenen IL 6 Spiegel, desto groRer
ist die Wahrscheinlichkeit, dass Patienten in der perioperativen Phase Komplikationen
erleiden.
Bei Vergleich der beiden Gruppen HSD und HAES zeigten sich keine substanziellen
Differenzen bei den IL 6 Werten. Dies wirde bedeuten, dass die primare Vermutung von
positiven Effekten einer Applikation von HSD nicht bestatigt werden kann. Wenngleich
der Intergruppenvergleich bei einer Fallzahl von je 7 Patienten pro Gruppe keine
Unterschiede identifizierte ist jedoch bemerkenswert, dass sowohl bei IL 6 als auch bei
IL 8 nur die HAES-Kontroll-Gruppe signifikante Verdnderungen beziiglich der Zeitpunkte
0 sowie A erreichte. Dies konnte man als eine geringere systemische
Entziindungsreaktion bei Anwendung der HSD-LAsung interpretieren.

Neben der kleinen Gro3e der Gruppen ist die Dauer der Ischamiezeit eine weitere
Ursache, die ein Aufzeigen von Unterschieden zwischen den beiden Patientenkollektiven
erschwerte.

Im Vergleich mit anderen Studien war die Abklemmzeit mit im Mittel nur 38 Minuten kurz,
welches auf das sehr schnelle chirurgische Vorgehen in beiden Gruppen (alle
Operationen wurden von demselben Operateur durchgefiihrt) zurtckzufiihren ist. Es
stellt sich damit die Frage, ob bei langerer Ischamiezeit die Infusion von HSD womdglich
sich noch deutlicher und dann mit klinischer Relevanz zum Vorteil des Patienten

ausgewirkt hatte.
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6. ZUSAMMENFASSUNG UND SCHLUSSFOLGERUNG

Operationen an der Hauptschlagader und speziell an deren intraabdominellen Abschnitt
stellen nach wie vor eine grof3e chirurgische und anasthesiologische Herausforderung
dar, die mit einem substanziellen Morbiditats- und Mortalitatsrisiko fir den Patienten
belastet ist. Bei der Ausschaltung eines Bauchaortenaneurysma und der Implantation
einer Gefal3prothese kommt es zu ausgepragten Stérungen in der Hamodynamik
wéahrend des Abklemmens und der Wiedererdffnung der Aorta. In den vom Blutfluss
abgeschnittenen Gefal3provinzen der unteren Korperhélfte entstehen primér
metabolische Schaden durch Ischdmie und ihren Folgen wie z.B. der Anhaufung
potenziell toxischer Metabolite des Energiestoffwechsels, Generierung reaktiver
Sauerstoffspezies und Alterationen der zellularen Signaltransduktion. Sekundéar, nach
Wiederherstellung des Blutflusses, reagieren polymorphkernige Granulozyten mit dem
bereits wahrend der Ischamie geschadigten Kapillarendothel und Gewebe. Die
Leukozyten sezernieren zusatzlich zytotoxische Stoffe wie reaktive Sauerstoffspezies
(,respiratory burst) und Enzyme und schadigen durch ihre Aktivierung das
wiederperfundierte Gewebe aber auch Organe wie z.B. die Lunge, welche primér nicht
durch die Ischamie betroffen waren, mit teilweise deletaren Folgen (,second hit*).

Die Infusion kleiner Volumina von hypertoner Kochsalzlésung (,Small Volume
Resuscitation®, SVR) st ein seit langem bekanntes Konzept zur schnellen
Wiederherstellung des intravasalen Volumens beim hamorrhagischen Schock. Der
Einsatz dieser Substanzen ist mittlerweile bei einer Vielzahl von klinischen Situationen
maoglich und indiziert (z.B. intraoperativ, bei Sepsis oder Schadel-Hirn-Trauma). Durch
Zusatz einer hyperonkotischen Kolloidkomponente erhofft man sich zudem eine
Verlangerung der Wirkungen der Infusion. Eine stetig wachsende Anzahl
wissenschaftlicher Studien zur SVR, die sich mit deren Wirkung auf zellularem und
subzellularem Niveau beschéftigt, zeigt, dass es zu einer Vielzahl ginstiger Wirkungen
kommt: Sowohl antiinflammatorische und immunmodulierende Effekte, als auch die
Fahigkeit zur Verbesserung der Mikrozirkulation konnten nachgewiesen werden.

In der vorliegenden Arbeit wurden die h&modynamischen, metabolischen und
immunologischen Auswirkungen der SVR mit einer hypertonen, hyperonkotischen
Dextranlosung bei Patienten wahrend der Ausschaltung eines infrarenalen
Bauchaortenaneurysmas untersucht. Als Vergleichskollektiv dienten Patienten, die mit
einem Standardinfusionsregime (Hydroxyethylstarke) therapiert wurden.

Die Untersuchungen dieser prospektiv randomisierten, verumkontrollierten,
offenen Studie sollten Auskunft Gber folgende Fragen geben:
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1) Kommt es bei Patienten mit Ausschaltung eines infrarenalen Bauchaortenaneurysmas

zu einer metabolisch fassbaren Ischamie-Reperfusionsreaktion ?

2) Welcher Metabolit des Energiestoffwechsels zeigt die grof3te Veranderung ?

3) Bewirkt Ischamie-Reperfusion bei diesen Patienten eine Aktivierung

polymorphkerniger Granulozyten ?

4) Kann die Ischamie-Reperfusion bedingte Aktivierung der PMNL durch Applikation von

hypertoner, hyperonkotischer Kochsalz-Dextran-Lésung (HSD) supprimiert werden ?

5) Welchen Einfluss hat die Therapie mit HSD-L6ésung auf die postoperative

inflammatorische Reaktion ?

Alle gemessenen Parameter des Energiestoffwechsels wiesen wéhrend der Operation
systematische Veranderungen auf, deren Kinetik und Ausmafld sich Ischamie-
Reperfusion-Phasen spezifisch unterschieden:

Bereits in der Phase des Abklemmens sank der pH-Wert ab und der negative
Basenuberschuss stieg bis auf das Vierfache des Ausgangswertes an, wahrend sich bei
den Purinen im arteriellen Blut keine signifikanten Veranderungen ergaben.

Mit Beginn der Reperfusion stiegen das Laktat und die Purine, insbesondere das
Inosin, an, wahrend pH-Wert und negativer Basentuberschuss unverandert blieben. Unter
Einbeziehung des Ausmales der Veranderungen sowie deren Signifikanz gegenulber
den Ausgangswerten, kann man den negativen Basenuberschuss in der Phase der
Ischamie und die arterielle Inosinplasmakonzentration in der Phase der Reperfusion als
die sensitivsten Parameter fur das Erkennen einer metabolischen Ischdmie-Reaktion
bezeichnen.

Vergleicht man die Veranderungen der Purine zwischen der HAES-Kontrollgruppe
und der HSD-Therapiegruppe, ergab sich ein nahezu identisches Verhalten und einzig
das Xanthin liel3 nach 24h einen signifikanten Unterschied erkennen. In der HSD-Gruppe
lagen damit die in der Phase der Reperfusion gemessenen Purinplasmakonzentrationen
mit Ausnahme des Xanthins nur tendenziell héher als in der HAES-Kontrollgruppe. Da
sich die beiden Patientengruppen bzgl. der intraoperativen Hamodynamik und der Dauer
der Ischamiezeit nicht unterschieden, koénnten diese tendenziell hdheren post-
reperfusionellen Purinkonzentrationen in der HSD-Gruppe als ein Hinweis fur ein
besseres Auswaschen der Purinmetabolite aus dem zuvor ischdmischen Gewebe
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gewertet werden. Dies ist mdglicherweise durch eine bessere Wiederer6ffnung und
Perfusion der Mikrozirkulation nach Ischamie bedingt.

Ursachlich hierfir kénnte neben dem ,de-swelling” von Endothelzellen durch

hypertone HSD-Lésung auch eine Hemmung potenziell zytotoxischer Funktionen
polymorphkerniger Leukozyten und der systemischen Entzindungsreaktion sein. So
zeigte die Expression von Adhasionsmolekilen auf Granulozyten, als Marker ihrer
Aktivierung, dass es nicht nur zu einer Zunahme der B,-Integrine, die fur die Adhasion
(,sticking”) der PMNL am Endothel verantwortlich sind, in der HAES-Gruppe kam,
sondern dass zum Zeitpunkt 15 Minuten und zwei Stunden nach Wiedererdffnen der
Aorta in der HSD Gruppe signifikant niedrigere Werte gemessen wurden. Die L-Selektine
stiegen an, ein Unterschied zwischen den Gruppen konnte jedoch nicht festgestellt
werden.
Die Fahigkeit zirkulierender Granulozyten, spontan reagible Superoxidanionen zu
produzieren und freizusetzen war in der HSD Gruppe 15 Minuten nach Reperfusion
ebenfalls signifikant vermindert. Fir die fMLP-stimulierte Superoxidanionenproduktion
konnte ein Trend zu niedrigeren Werten bei den HSD-Patienten beobachtet werden.

Das Volumen zirkulierender Granulozyten zeigte Veranderungen, die jedoch
aufgrund der geringen Fallzahl statistisch nur beschreibend analysiert werden konnten.
Betrachtet man die Mittelwerte und die Trends der Volumina, so nimmt Parallel zur
Steigerung der Serumosmolalitat durch Infusion von hypertoner, hyperonkotischer
Kochsalz-Dextranlésung das Volumens der Granulozyten noch vor Reperfusion auf
minimale Werte ab, um erst 3 Minuten spater tendenziell wieder anzusteigen. Im
Gegensatz dazu stieg das Zellvolumen in der frihen Phase der Reperfusion in der
HAES-Gruppe als Folge der Aktivierung der Granulozyten passager an. Da das
Zellvolumen intrazellulare Signalwege und zytoskeletére Strukturen mit Bedeutung fur
die Aktivierung von Granulozyten beeinflusst, kénnte eine hypertonizitats-bedingte
Zelldehydratation mitursachlich fur die in der HSD-Gruppe beschriebene Hemmung
granulozytarer zytotoxischer Funktionen wie der [,-Intergrinexpression und der
Superoxidanionenproduktion sein.

Die Zytokine Interleukin 6 und 8, die beide als prognostische Marker fur den
perioperativen Verlauf gelten, stiegen deutlichen in beiden Gruppen an, als Ausdruck der
durch den groRen Eingriff verursachten Inflammationsreaktion. Wenngleich der
Intergruppenvergleich keine statistisch signifikanten Unterschiede erbrachte, war nur in
der HAES-Kontroll-Gruppe der Anstieg von IL 6 und IL 8 signifikant. Dies kann neben der
gehemmten Aktivierung von Granulozyten als ein weiterer Hinweis auf eine anti-
inflammatorische Wirkung von HSD gewertet werden.
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Die Aussagen der Studie sind allerdings limitiert. Aufgrund der kleinen Fallzahlen war es
nicht moglich, positive Effekte von HSD fur den klinischen Verlauf aufzuzeigen. Weiterhin
zeigte sich, dass das hier gewahlte Modell aufgrund des versierten und schnellen
chirurgischen Vorgehens zu keiner ausgepragten Ischamie-Reperfusionsreaktion fuhrte,
so dass die gemessenen Effekte auch nur gering sein konnten.

Die Anwendung von hypertoner, hyperonkotischer Dextranldsung war sicher und
die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit lassen erwarten, dass bei gro3erer Fallzahl und
bei Eingriffen mit l&ngerer Ischdmie, auch der klinische Verlauf von Patienten mit
operativer Ausschaltung eines infrarenalen Bauchaortenaneurysmas signifikant

verbessert wird.
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7. ABKURZUNGEN

5-HT 5-Hydroxy-Tryptamin

ADP Adenosindiphosphat

AMP Adenosinmonophosphat

ASA American Society of Anesthesiologists Score
ATP Adenosintriphosphat

BAA Bauchaortenaneurysma

BE Base Excess

C1l..9 Complementfaktor 1 bis 9

CVvP Central Venous Pressure

DNS Desoxyribonukleinsaure

EDTA Ethylen Diamine Tetraacetic Acid
EG-GCP EG Good Clinical Practice

EGTA Ethylenglycol-bis-(B-aminoethylether) N,N,N",N" tetraessigsaure
EHNA Erythro-9-(2-Hydroxy-3-Nonyl)-Adenin
FACS Fluorescence Activated Cell Sorter

fMLP N-formyl-Methionin-Leucin-Phenylalanin
FSC Forwardscatter

HBSS Hanks Buffered Salt Solution

HAES Hydroxy Aethyl Starke

HI Herzindex

HPLC High Performance Liquid Chromatography
HR Heart Rate

HSD Hypertonic Saline Dextran

IL 6,8 Interleukin 6, 8

MAC Membrane Attac Complex

MPAP Mean Pulmonary Arterial Pressure
NADPH Nikotinamiddinukleotidphosphat

NYHA New York Heart Association Score

PAF Platelet Activating Factor

PCWP Pulmonary Capillary Wedge Pressure
PMNL Polymorphenuclear Leukocyte

SE Standard Error

SIRS Systemic Inflammatory Response Syndrome
SOD Superoxid-Dismutase
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SVR Small Volume Resuscitation
TAA Thorakales Aortenaneurysma

TNF Tumornekrosefaktor
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