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Zusammenfassung

Wahrend kardiochirurgischer Eingriffe mit Herz-Lungen-Maschine wird bei
Kindern zum Schutz der Organsysteme die Korpertemperatur herabgesetzt.
BekanntermalRen 16st der Einsatz der HLM eine heftige Inflammation aus. Bisher
wurde in zahlreichen Studien behauptet, dass Hypothermie wahrend der HLM das
Ausmal der Inflammation gunstig beeinflussen kann.

Ziel dieser Studie war der Vergleich der inflammatorischen Reaktion zwischen
zwei Patientengruppen. Die Patienten wurden entweder in Hypothermie (32°C) oder in
Normothermie (36°C) operiert, und anschlielend hinsichtlich des Ausmales ihrer
inflammatorischen Reaktion und ihres postoperativen klinischen Verlaufes untersucht.

Es wurden insgesamt 20 Kinder mit Ventrikelseptumdefekt und einem Gewicht
zwischen 5 und 10 kg rekrutiert. Kinder mit zusatzlichen kardialen Malformationen
wurden ausgeschlossen. Zur Messung der inflammatorischen Reaktion wurden Blut-
proben zu folgenden Zeitpunkten entnommen: wahrend der Narkoseeinleitung, direkt
nach HLM, 4 Stunden nach HLM-Ende und 24 Stunden nach HLM-Ende.

Im Ergebnis hatte die Anwendung von Hypothemie an der HLM keinen Einfluss
auf die Zytokinausschuttung, den Blutverlust sowie die Volumenbilanz im frihen
postoperativen Verlauf. Allerdings wurden die Kinder aus der Hypothermie-Gruppe
langer beatmet und benotigten langer inotrope Medikamente. Weiterhin kam es bei
Patienten der Hypothermie-Gruppe haufiger zu pulmonalhypertensiven Krisen. Labor-
chemisch korrelierte die Dauer des HLM-Einsatzes unter Hypothermie mit dem
Ausmald der Zytokinausschuittung: Die Ausschittung von Interleukin 6 und 8 zeigte
eine lineare Korrelation mit der HLM-Dauer, die Ausschuttung von Interleukin-10 mit
der Aortenklemmzeit. Diese Zusammenhange konnten in der Normothermie-Gruppe
nicht nachgewiesen werden.

Zusammenfassend hatte die Anwendung von Hypothermie wahrend herz-
chirurgischem VSD-VerschluR bei Kindern in unserer Studie einen negativen Einfluss
auf den postoperativen Verlauf. Hypothermie wahrend HLM sollte daher nur nach
strengen Indikationskriterien angewendet und die Dauer der hypothermen Phase

moglichst kurz gehalten werden.
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Abstract

Backround: Cardiopulmonary bypass (CPB) triggers the whole body
inflammatory response, and it has been suggested that hypothermia may influence
these responses. The aim of this prospective study was to compare the inflammatory
response and postoperative outcome in children undergoing CPB for VSD closure,
randomized to moderate hypothermia (32°C) or normothermia.

Methods: We measured inflammatory markers in dry blood spots of twenty
infants with body weight from 5 to 10 kg undergoing open heart surgery randomized to
surgery at either hypothermia (32°C) or normothermia. Blood was sampled after
induction of anesthesia, after CPB, four hours and 24 hours postoperatively.

Results: Hypothermic CPB had no influence on the inflammatory response,
fluid balance and blood loss. Unexpectedly hypothermia led to significant longer
mechanical ventilation and longer as well as higher inotropic support. Furthermore in
the hypothermia group patients had more postoperative complications.

In contrast to the missing influence of temperature treatment on cytokine
release, CPB time under hypothermic conditions was directly correlated to the
cytokine release. During hypothermic CPB we found a strong correlation between
duration and Il-6, IL-10 and IL-8 release, which interestingly could not be
demonstrated during CPB under normothermia.

Conclusions: Prophylactic moderat hypothermia during corrective cardiac
surgery in infants had a negative influence on postoperative course. Therefore,
hypothermic CPB should be performed with caution, and time on hypothermic CBP
should be as short as possible to avoid an inflammatory response and adverse clinical

effects.
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1. Einleitung

1.1. Klinischer Hintergrund: = Hypothermie in der Kinderherzchirurgie

Die enormen Fortschritte auf dem Gebiet der Kinderherzchirurgie haben in den
letzten 50 Jahren zu einer bedeutenden Abnahme der Morbiditat und Mortalitat bei
Kindern mit angeborenen Herzfehlern (AHF) gefuhrt. Neben der Verbesserung der
pra- und postoperativen Versorgung ist dies vor allem auf die Weiterentwicklung
chirurgischer Verfahren zurtickzufihren. Diese ermdglichen heute ein hohes Mal} an
myokardialer Protektion und tragen zur Verbesserung der Lebensprognose bei
Kindern mit AHF bei. " ? Im Mittelpunkt dieser Entwicklungen steht unter anderem die
EinfGhrung der Herz-Lungen-Maschine. Seitdem Dr. John F. Lewis im Jahr 1952
erfolgreich die erste Operation unter Verwendung von ,unterem Hohlvenen Inflow* in
allgemeiner Hypothermie durch Oberflachenkiihlung durchfiihrte, ® wird Hypothermie
ublicherweise zur Neuroprotektion wahrend herzchirurgischer Eingriffe verwendet.

Hypothermie ist als Senkung der Korpertemperatur unter 36 °C definiert. In der
Praxis findet diese Anwendung ihren Einsatz in unterschiedlichsten medizinischen
Fachgebieten und Indikationsstellungen, so etwa nach ischamischem Hirninfarkt,4
perinataler Asphyxie,’nach Herzkreislaufstillstand® und kardiogenem Schock’® sowie
wahrend herzchirurgischer Eingriffe.

Bei herzchirugischen Eingriffen wird zur Organprotektion die Kérpertemperatur
unter Einsatz der Herz-Lungen-Maschine auf bis zu 17°C reduziert. Hierbei ist in der
Literatur das Auftreten von neurologischen Komplikationen mit 2-11% angegeben.'®

Generell ist die Ursache lebensbedrohlicher Komplikationen wahrend und nach
herzchirurgischen Eingriffen bis dato nicht vollstandig geklart. lhre multifaktorielle
Genese ist Gegenstand vieler Forschungsarbeiten, > ' die sich u.a. mit der Analyse

der systemischen Inflammation beschaftigen

1.2 Zerebrale Folgen der Hypothermie

Die neuronale Schadigung ist einer der entscheidensten Faktoren, die den
Langzeitverlauf nach herzchirurgischen Eingriffen negativ beeinflu3t. Obwohl die
Haufigkeit perioperativer Hirnschadigungen in den letzten 25 Jahren von 25% auf 2-

11% sank, ist deren Bedeutung nach wie vor signifikant.”* 41
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1.21 Pathomechanismus der Hirnschadigung

Die Zerebrale Oxygenierung kann durch verschiedene Faktoren beeinfluf3t
werden: durch Veranderungen in der Perfusion, durch eine Verringerung der
Sauerstofftransportkapazitat sowie durch die Verminderung der Sauerstoffabgabe im
Gewebe. Als Ischamie wird eine lokale Sauerstoffunterversorgung bezeichnet. Wird
sie wieder beseitigt, schlie®t sich eine Phase der Reperfusion an. Dabei wird eine
zusatzliche Schadigung des Gewebes durch Sauerstoffradikale, freigesetzte
Zellmediatoren und  getriggerte  Zytokinenkaskaden beobachtet, die als
Reperfusionsschaden bezeichnet werden.

Das zentralnervése System besitzt den hochsten Bedarf an Sauerstoff und
Glukose, welche mittels oxydativer Phosphorylierung verstoffwechselt werden.
Ischamie fuhrt zu einem Mangel an Sauerstoff und Glukose. Wahrend hypoxisch-
ischamischer Schadigung ist die Funktion der Zellen beeintrachtigt und passt sich
dem gesteigerten Bedarf nicht an, wodurch es zur Dysfunktion der
Adenosintriphosphat-abhangigen lonenkanale und anschliel3end zur Depolarisierung

und Ausschiittung des Neurotransmitters Glutamat kommt."’

Die Aktivierung von N-
methyl-D-Aspartat-Rezeptoren, einem Subtyp der Glutamatrezeptoren, erzeugt einen
Anstieg des transmembrandsen Flusses von Natrium und Kalzium und bewirkt die
weitere Depolarisierung und Aktivierung der Nervenzellen. Die hohe intrazellulare
Kalziumkonzentration wird als Hauptmediator des Zelltodes betrachtet. Diese
kalziumbedingte Aktivierung fihrt zur Beeintrachtigung der gesamten lonen-
homeostase. Das intrazellullare Kalzium aktiviert Prozesse, die zur Bildung von
Arachidonsaure (Aktivierung via Phospholipase A2) und zur Produktion von Stickstoff-
monoxid (NO) fuhren konnen. Als Folge kommt es zur Entstehung freier
Sauerstoffradikale, der Aktivierung von Proteasen und Lipasen und letztendlich zum
Zelltod.”™,'® Durch Ischamie und Hypoxie kann es ebenfalls zu einer verstarkten
Bildung von freien Sauerstoffradikalen kommen. Freie Radikale reagieren irreversibel
mit Zellproteinen, Phospholipiden und nukledrer DNA, was zur Dysregulation von
Stoffwechselprozessen und zu Genmutationen fihrt. Dartuberhinaus rufen sie auch
eine sekundare Entziindungsreaktion hervor. Die Schadigung von Hirngewebe durch
Ischamie oder Trauma fuhrt auch zu einer immunologischen Antwort mit Bildung von
Zytokinen und Aktivierung der Zellmigration, in dessen Folge Mediatoren und
immunologisch aktive Zellen durch die GefalRwand in das Hirngewebe eindringen und

so vor Ort weitere schadigende Proteasen und Zytokine freisetzen.?® %!
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Abbildung 1: Pathomechanismus der Hirnschadigung (Dirnagl et al; Pathology of ischaemic

Stroke?®).

1.2.2 Veranderung des zerebralen Stoffwechsel unter Hypothermie

Der Sauerstoffbedarf des Hirngewebes wird unter hypothermen Bedingungen
gesenkt, 22
ist. Die CMRO2 sinkt um ca. 7-10% pro Grad Celsius. 22

In der ischamisch geschadigten Hirnzelle hat eine moderate Hypothermie

weil die zerebrale metabolische Rate flr Sauerstoff (CMR02) erniedrigt

vielseitige Effekte: Blockierung der Glutamatausschiittung,® Reduktion des Kalzium-
einstroms,** Verminderung der Protein-Kinase-C-Aktivitat,”> Verzégerung der
Zelldepolarisation,*® Reduzierung von Sauerstoffradikalen®” sowie Aktivitdtsminderung
der NO-Synthetase.*®

Obwohl wiederholt in Studien der protektive Einfluss der Hypothermie
nachgewiesen werden konnte, ist der zugrundeliegende Mechanismus bis heute
weitgehend ungeklart. 3942

Auch die Toleranz der Nervenzellen fir Phasen der Hypoperfusion wird durch
Hypothermie bedeutsam verlangert.?® 431416 44 4546 Ayf der anderen Seite ist
bekannt, dass Hypothermie die Aufnahme von Sauerstoff und Glukose*’ verringert

und zu einer inadaquaten Durchblutung des Gehirns fiihrt. *®
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1.2.3 Apoptose

Die Apoptose ist eine Form des programmierten Zelltods. Im Gegensatz zur
Nekrose, wird die Apoptose von der betreffenden Zelle selbst aktiviert und ist Teil des
Stoffwechsels der Zellen. Es konnte gezeigt werden, dass Apoptose einer Ischamie-

t.4° Zahlreiche Studien belegen, dass die Induktion der Apoptose durch

periode folg
Hypothermie unterbrochen wird.**** Wahrend Hypothermie bis 30°C die Apoptose

hemmt, kann Hypothermie unter 30°C Apoptose-Prozesse verursachen.®

1.2.4 Die immunologische Antwort auf zerebrale Schadigung

Die ischamische Nervenzellschadigung fuhrt etwa nach einer Stunde zur
Induktion einer inflammatorischen Reaktion. Hypothermie kann hier die
Zytokinausschuttung, die Lipidperoxidation und die Leukotrienentstehung im Gehirn
signifikant senken.?® °*°® Auch die an der Herz-Lungen-Maschine (HLM) initiierte
Komplement-Aktivierung fallt unter Hypothermie deutlich schwacher aus und die
zellulare Antwort der neutrophilen Granulozyten wird reduziert.”® ®° Dariiberhinaus
senkt Hypothermie die Bildung von Stickoxiden, die eine Hauptrolle in der
postischamischen Hirnschadigung spielen.” Im Rahmen der Wiedererwarmung und
Reperfusion findet dann allerdings eine verstirke Komplementaktivierung statt.®® Man
vermutet, dass die Aktivierung einer verstarkten Komplement-induzierten Granulo-
zytenaggregation Ursache fur die Bildung von Mikroembolien und fur die Induktion von

globalen Entziindungsreaktionen ist.>® ®

1.2.5 Vaskulare Durchlassigkeit, zerebrale Durchblutung

Eine Ischamie mit anschlieRender Reperfusion fuhrt zur Schadigung der Blut-
Hirn-Schranke und fordert die Entstehung eines Hirnddems.®?®* Die post-ischdmische
Reperfusion beeintrachtigt die intakten Zellmembranen und erhdht die vaskulare
Permeabilitdit der Endothelbarriere unter anderem durch Freisetzung von
Sauerstoffradikalen.

Milde postischiamische Hypothermie kann das Ausmald dieser Schadigung

begrenzen.®%%°

1.2.6 Wiedererwarmung
Wahrend der Hypothermie fallt die zerebrale metabolische Rate (CMR) ab und

steigt in der Wiedererwdrmung wieder auf den Ausgangswert an.®® Bereits eine
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minimale Erhéhung der Hirntemperatur auf Gber 37°C in der Wiedererwarmungsphase
kann zu signifikanten Schadigungen fiihren.*> ** Zerebrale Hyperthermie soll fiir ca.
50% der neuropsychologischen Dysfunktion nach koronarchirurgischen Eingriffen

verantwortlich sein.®’

1.3 Syndrom der systemischen Inflammation

Operative Eingriffe unter Einsatz der HLM I6sen eine heftige Entzundungs-
reaktion mit erheblichen klinischen Folgen aus. Die Trigger-Faktoren wie Aktivierung
des Komplementsystems, Leukozyten- und Neutrophilenaktivierung nach Kontakt mit
der fremden Oberflache des HLM- Kreislaufes, Effekte der Ischamie-Reperfusion des
Gewebes, Hypotonie, Hamodilution, Fremdblutubertragung, Gabe von Heparin und
Protamin und die Hypothermie selbst kdonnen eine inflammatorische Reaktion
verursachen. Die systemische Inflammation entsteht aufgrund der Aktivierung
humoraler und zelluldrer Abwehr: Aktivierung des Komplementsystems,®® Aktivierung
der Gerinnungskaskade und des fibrinolytischen Systems, Freisetzung von
Endotoxin,®® Zytokinbildung, Aktivierung des Endothels, Leukozytenaktivierung und
Expression ihrer Adhasionsmoleklle, Thrombozytenaktivierung, Bildung und Frei-
setzung von Sauerstoffradikalen und Stickoxiden, Aktivierung proteolytischer Enzyme
sowie Stimulierung des Arachidonsaurezyklus.”” "' Diese multifaktorielle Genese fiihrt
zur Entwicklung einer systemischen Inflammation und den damit verbundenen
Komplikationen, wie myokardialer Dysfunktion, Lungenversagen, Nierenversagen,
neurologischer Dysfunktion, Gerrinnungsstérungen, Beeintrachtigung der Leber-
funktion bis hin zum Multiorganversagen.” Die Neugeborenen und S&uglinge sind
einerseits wegen ihres erhohten metabolischen Bedarfs, deutlich reagibleren
Pulmonalgefalen und unreifer Organsysteme starker betroffen, andererseits resultiert
aufgrund der kleineren Schlauchsysteme der HLM auch ein tberproportional grof3erer
Kontakt mit Fremdoberflachen. Prolongierte Inflammation und ,Kapillar-Leck-
Syndrom® (CLS) sind somit haufige Komplikationen nach Korrekturoperationen unter

tiefer Hypothermie in dieser Altersgruppe.’® &
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1.3.1 Akute Phase — Stimulus und Mediatoren

1.3.1.1 Komplement

Der Kontakt des Blutes mit der Kunststoffoberflache der HLM aktiviert das
Komplementsystem (ber den alternativen Weg.”*"® Dadurch enstehen biologisch
aktive Komponenten, die die Bildung von Zytokinen, einschlielich Interleukin-1 (ll-1),
Interleukin-6 (1-6) und Tumor Nekrose Faktor-alpha (TNF-a) verstirken.”® & Sie
aktivieren neutrophile und basophile Leukozyten und sie fordern die Aggregation von
Thrombozyten.?'®* Die Komplemente erleichtern die Leukozytenadhdsion an das
Endothelium durch Steigerung der Transkription und Expression von Adha&sions-
molekulen (vascular cell adhesion molecule VCAM-1, intercellular adhesion molecule
ICAM-1, E-Selektin, P-Selektin).”® 8 Gleichzeitig wird durch den reversiblen

Protamin-Heparin- Komplex der klassische Weg des Komplementsystemes aktiviert.

1.3.1.2 Plasmamediatoren der Inflammation

Zytokine und Chemokine sind Polypeptide mit einem Molekulargewicht von 15-
25 kDa, die von den meisten Korperzellen nach Stimulation synthetisiert und
sezerniert werden. Hauptsachlich werden Zytokine jedoch von Leukozyten,
Makrophagen und Endothelzellen produziert. Sie wirken in der Regel lokal Uber
Oberflachenrezeptoren und aktivieren Signaltransduktionskaskaden, die zu veran-
derter Genexpression, Stoffwechselaktivitat, Zelldifferenzierung, Proliferation,
Migration und Apoptose fuhren kdnnen. Einige Zytokine kénnen auf verschiedene
Zellen einwirken und dabei unterschiedliche Antworten hervorrufen (Pleiotropie). Man
unterscheidet im Wesentlichen funf Zytokingruppen: Interferone, Interleukine,
kolonienstimulierende Faktoren, Tumornekrosefaktoren und Chemokine. Wichtige pro-
inflammatorische Zytokine sind II-1B3, IL-6, IL-8, IL-12(p70) und TNF-a. Die pro-
inflammatorischen Zytokine befinden sich im gesunden Organismus in einem
ausgwogenem Gleichgewicht zu den anti-inflammatorischen Zytokinen. Zu den
wichtigen anti-inflammatorischen Zytokinen gehdren IL-1ra und IL-10. Im Nachfolgen-
den werden die Zytokine und Chemokine, die in der vorliegenden Arbeit untersucht

wurden, naher beschrieben.

1.3.1.2.1 Interleukin-6
Interleukin 6 (IL-6) wird grotenteils von Makrophagen, T-Zellen und Endothel-

zellen gebildet.85 Nach der Sezernierung kann es als aktivierender Ligand an zwei
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Rezeptortypen binden: Zum einen an einen membrangebundenen IL-6 Rezeptor (IL-
6R), der nur in Leberzellen und Leukozyten vorkommt, und zum anderen an einen
I6slichen IL-6 Rezeptor. IL-6 ist aktiv an der Akute-Phase-Reaktion des Korpers, an
der Hamatopoese, der Differenzierung und dem Wachstum von B- und T-Zellen sowie
an der neuronalen Differenzierung beteiligt.2> Es stimuliert die Antikérperproduktion,
ist ein endogenes Pyrogen® und aktiviert die Bildung der akuten Phase Proteine in
der Leber (C-reaktives Protein).®” Gleichzeitig wird aber auch die Bildung anti-

inflammatorischer Zytokine hochreguliert (Intraleukin-10 und IL-1ra).%8°

1.3.1.2.2 Interleukin-8

Interleukin-8 ist ein Chemokin, das uUberwiegend von Makrophagen, T-Zellen
und Endothelzellen gebildet und sezerniert wird'?. Der wesentliche biologische Wirkort
des Chemokins sind neutrophile Granulozyten. Das Chemokin férdert die Chemotaxis

von Neutrophillen und Lymphozyten.?® '

Weiterhin wird die Expression von
Adhasionsmolekilen und die Freisetzung von Sauerstoffradikalen stimuliert. Als
chemotaktisch  aktives Zytokin fordert IL-8 die Zellmigration und die
GefaRpermeabilitat.’> Es wurde berichtet, dass IL-8 bei Patienten mit einge-

schranktem kardialen Index in der postoperativer Phase erhoht war.% %

1.3.1.2.3 Tumor necrosis Factor-a (TNF-a)

Tumor necrosis Factor-a (TNF-a) wird von Makrophagen, Monozyten,
Lymphozyten und teilweise von Endothelzellen gebildet und sezerniert. Insgesamt ist
TNF-a ein aullerst vielseitiges Zytokin. Zu den wichtigsten Funktionen zahlt die
Regulierung verschiedener Immunzellen. Auf neutrophile Granulozyten wirkt TNF-a
migrationsfordernd. Es flhrt zu Vasodilatation, erhdhter Gefaldpermeabilitat und
interstitiellen Odemen.®® % TNF-a aktiviert den Transkriptionsfaktor NF-kB und fiihrt
zur Aktivierung von Inflammationsgenen. In der Leber beschleunigt es die Bildung von
Akute-Phase Proteinen (CRP).”' % |n allen Geweben fiihrt TNF-a zu einer vermehrten
Insulinresistenz und einer Aktivitatssteigerung der Cyclooxygenase-2. Zusatzlich ist
TNF-a ein wichtiger Mediator im septischen Schock. Es steigert die Sekretion von
Kortison, Somatotropin, Glukagon und Adrenalin.”” Hohe TNF-a Konzentrationen

kénnen Apoptose auslosen. %989
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1.3.1.2.4 Monozyten-chemotaktisches Protein-1

Das Monozyten-chemotaktische Protein-1 (MCP-1) gehort ebenfalls zur
Gruppe der Chemokine. MCP-1 wird von vielen Zelltypen wie Fibroblasten, Zellen der
glatten GefaRmuskulatur und Endothelzellen sezerniert.”® ! Die Synthese wird unter
anderem durch die Zytokine IL-1, IL-4 und Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) stimuliert,
die den Transkriptionsfaktor NF-kB aktivieren.'® Dadurch rekrutiet TNF-a per
Chemotaxis Monozyten, neutrophile Granulozyten und Lymphozyten an den Ort der

Inflammation.

1.3.1.2.5 Interleukin 12 (p70)

IL-12 ist ein heterodimeres Zytokin, das vor allem von Monozyten/Makro-
phagen produziert wird. IL-12 besitzt eine zentrale Funktion in der Anstol3ung und
Fortsetzung zellularer Abwehr. Es kann Enzyme aktivieren, die dann in der Lage sind,

geschadigte Erbsubstanz schnell wieder zu reparieren.

1.3.1.2.7 Interleukin-10

Zusammen mit TGF- ist IL-10 eines der wichtigsten anti-inflammatorischen
Zytokine. IL-10 spielt eine zentrale Rolle bei der Entwicklung der Immuntoleranz.
Daruber hinaus hemmt es die Bildung von pro-inflammatorischen Zytokinen und wirkt
verlangernd auf das Uberleben, die Vermehrung und die Antikérperproduktion von
Lymphozyten.'® Ferner wirkt es limitierend auf die Ausschittung von IL-1ra sowie auf

Abwehrvorgange. Somit spielt IL-10 eine organprotektive Rolle ."*"%

1.3.1.2.8 Interleukin-1 Rezeptorantagonist
Ein Interleukin-1-Rezeptorantagonist ist ein anti-inflammatorisches Zytokin, das
an den membrangebundenen Rezeptor fur IL-1 bindet und dadurch die pro-

inflammatorische Wirkung von IL-1 neutralisiert. IL-1ra spielt eine wesentliche Rolle
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bei der Regulation der durch Interleukin-1 vermittelten

IL-1-Rezeptor-Antagonismus

i senss Makrophage

S

IL-1Rd IL-1R-AcP -1l IL-1R-AcP
—_

‘\ Signal f Kein Signal
e s

Abbildung 2: Antagonismus pro— und anti-inflammatorischer Zytokine.

Entziindungsvorgénge.'”’

1.3.1.2.9 Stickstoffmonoxide

Stickstoffmonoxid ist ein biologischer Mediator, der als physiologischer
Regulator wirkt und flir Gewebeschadigung verantwortlich sein kann. Das freie
Radikal NO, das von den Stickoxid-Synthetasen synthetisiert wird, reagiert zu Nitrit
und/oder Nitrat. Es konnte gezeigt werden, dass viele Erscheinungen der
Zellpathophysiologie, die bisher den Folgen des oxidativen Stresses zugeordnet
wurden, zumindest teilweise als Ergebnisse einer gesteigerten Produktion des
Stickoxides zu erklaren sind.'® Zum anderen demonstrierten Experimente, dass die
destruktiven Eigenschaften des Stickoxides durch eines seiner Folgeprodukte, das
PeroxynitrittONOO-) vermittelt sind.’® "'® NO wird unter Verbrauch von NADPH durch
NO-Synthetasen (NOS) aus der Aminosaure L-Arginin und Sauerstoff hergestellt.”"’
NO bewirkt indirekt die Relaxation der glatten Gefalmuskulatur, was zu einer
Vasodilatation und damit zu einer Senkung der Nachlast des Herzens und des
Blutdrucks fiihrt.""? "'* Die endotheliale NO-Synthetase (eNOS) spielt eine wichtige
Rolle in der physiologischen Regulation des basalen Gefaltonus, der
Kapillardurchblutung sowie der Bindungsfahigkeit des Endothels fiir Leukozyten."*

Die induzierbare NO-Synthetase (iINOS) findet sich in immunkompetenten
Zellen (Makrophagen/Mikrogliazellen). Makrophagen produzieren durch sie grofde
Mengen an NO, das wiederum Bakterien und Zellen abtéten kann. Eine Gbermafige
Produktion im septischen Schock kann allerdings zu einem kritischen Blutdruckabfall
fiinren''> "'®. Die Aktivitdt der iINOS ist in der friihen Phase der inflammatorischen

Antwort vermindert, Stickoxide werden aber innerhalb von 4-8 Stunden von
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verschiedenen anderen Geweben (glatte GefalBmuskulatur, Leberzellen, Kupfer-
Zellen) produziert.""” '8 Die Synthese von iNOS wird durch die HLM aktiviert.""

1.3.2 Gerinnung

Gerinnungsstérungen gehdren zu den haufigsten Komplikationen nach HLM-
Operationen. Dabei ist das Gerinnungssystem mit der inflammatorischen Kaskade
verzahnt, so dass sich beide wechselseitig beeinflussen."®® Mediatoren (TNF-a und
Endotoxine) 16sen an der Zelloberflache die Ausschuttung von Gewebefaktoren der
Gerinnung aus und fuhren zur konsekutiven Aktivierung des Faktors Xa und zur
Thrombinbildung.’®" '*2 Die dadurch bedingte Thrombozytopenie und eine Thrombo-
zytendysfunktion fuhren zur Aktivierung des extrinsischen Weges der Koagulation. In
der Folge wird der Plasminogenaktivator gehemmt und dadurch insgesamt eine
Hyperkoagulabilitit verursacht.’?>'?® Thrombin selbst ist ein starker inflammatorischer
Mediator."®® Die pro-inflammatorischen Zytokine erhdhen die Ausschittung der

Gewebefaktoren und senken die Thrombomodulinkonzentration.

1.3.3 Inflammatorische Schadigung der Gewebe und Organe
Inflammatorische Schadigungen von Geweben und Organen entstehen durch

die Aktivierung von Leukozyten, Thrombozyten und des Endothels."?’

1.4 Perioperative Nachteile der Hypothermie

Die Anwendung von Hypothermie fihrt zu vielen Veranderungen im gesamten
Korper. Die bedeutendsten physiologischen Veranderungen und deren Nebeneffekte
sowie Konsequenzen fur die Behandlung der Patienten sind im Nachfolgenden

zusammengefasst.

1.4.1 Zittern und kutane Vasokonstriktion

Bei wachen Patienten kommt es wahrend Hypothermie zu Muskelzittern und
kutaner Vasokonstriktion. Dadurch entsteht eine Zunahme des Sauerstoffverbrauchs
und eine Erhohung der metabolischen Rate, ein gesteigerter Atemantrieb, eine
hohere Herzfrequenz mit erhéhtem myokardialen Sauerstoffverbrauch. 2% Deshalb
ist es wichtig, Muskelzittern z.B. durch eine adaquate Sedierung oder
Analgosedierung der Patienten zu unterdricken. Dies fuhrt zusatzlich zu dem

positiven Effekt der Vasodilation mit Oberflachenabkihlung.
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1.4.2 Metabolismus, Blutgasanalyse, Glukose- und
Elektrolytkonzentration.

Durch die Hyothermie kommt es zu einer Abnahme der metabolischen Rate.
Parallel entsteht eine Abnahme des Sauerstoffverbrauchs mit Reduktion der
Produktion von Kohlendioxyd. Daher ist es besonders in der Induktionsphase der
Hypothermie wichtig, einer moglichen Hyperventilation mit zerebraler Vasokonstriktion
durch eine Anpassung der Beatmung entgegenzuwirken.

-Hypothermie vermindert die Insulinsensitivitdt sowie die Ausschuttung des
Insulins durch die Bauchspeicheldrise. Dadurch kdnnen Hyperglykdmien und ein
gesteigerter Insulinbedarf entstehen. Anhaltende Hyperglykamie wirken sich nachteilig
auf den Krankheitsverlauf kritisch kranker Patienten aus. ™

-Das Abkuhlen der Patienten kann weiterhin das Elektrolytniveau im Blut
beeinflussen. Eine Kombination aus Hypothermie induzierten intrazellularen
Verschiebungen und tubularen Funktionsstérungen in der Niere, fuhrt hierbei zu einer
gesteigerten Ausscheidung von Elektrolyten wie Magnesium, Kalium und Phosphat."™’
Diese Elektrolytverluste kdnnen zu Arrhythmien und anderen potenziell schadliche

Nebeneffekten fiihren.'?

1.4.3 Kardiovaskulare und hamodynamische Effekte
Hypothermie kann zu Bradykardie und Hypotension mit einem verringerten

Herzzeitvolumen und einer eingeschrankten Myokardfunktion fiihren.'?® %4

1.4.4 Arzneimittelmetabolismus

Die Geschwindigkeit der meisten enzymvermittelten Reaktionen ist temperatur-
abhangig und kénnen daher durch Hypothermie bedeutsam verlangsamt werden.
Eine Folge ist ein verzégerter Medikamentenabbau in der Leber.”® '*® In den meisten
Fallen kommt es daher durch die Hypothermie zu einem erhdhten
Medikamentenspiegel mit verlangerter und verstarkter Wirkung. Dies kann einerseits
durch den verzogerten Abbau andererseits auch bei einigen Medikamenten durch

eine verminderte Aktivierung in der Leber bedingt sein.

1.4.5 Infektionsrisiko
Hypothermie hemmt die pro-inflammatorische Antwort durch die Hemmung der

Leukozytenmigration, der Phagozytose und der verminderten Synthese von pro-
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entzundlichen Zytokinen. Einerseits ist dies ein durch Hypothermie induzierter
protektiver Mechanismus, doch andererseits kommt es hierbei zu einer vergroRerten
Infektionsgefahr. In den meisten klinischen Studien wird Uber eine Zunahme des
Infektionsrisikos wahrend der Hypothermie berichtet. Hypothermie induzierte
Infektionen beeinflussen jedoch nicht den klinischen Verlauf der Patienten.*

Die klinisch bedeutsamen negativen Effekte perioperativer Hypothermie sind in
Tabelle 1 zusammengefasst.

Tabelle 1: Klinische Komplikationen bei intraoperativ angewandter Hypothermie

AT

Komplikationen N zent Normothermie Hypothermie P

(°C)

Kardiale Versagen '% 300 |3 1.4% 6,3% <0.05
Postoperative ventrikulare
HRST' 300 |13 2,4% 7,.9% <0.05
Wundheilstérung'*® 200 |19 6% 19% <0.05
Stationarer Aufenthalts (Tage)'®® 200 |1,9 12,1 14,7 <0.01
Fremdblutiibertragung **° 60 1,6 1EK 8 EKs <0.05
Intraoperativer Blutverlust (ml)'*°  [150 | 0,4 488 618 <0.005
Intraoperativer Blutverlust (m)'*' |46 0,5 518 702 <0.05
Mortatlitat bei Trauma (24 St)'* 57 1-2 7% 43% <0.05
Postoperative Aufwachung | 150 1,9 53+ 36 min 94465 min <0.05
(min)143

Durch die endogene Kathecholaminausschittung konnen die folgenden

Komplikationen erklart werden, die in Tabelle 2 aufgefuhrt sind.

Tabelle 2: Vergleich der Komplikationshaufigkeit bei Operationen in Normothermie versus
144 145

Hypothermie
Variable Hypothermie Normothermie p-Werte
n=1605 N=2585
Perioperativer myokardialer Infarkt 41 (2.6%) 41 (1.6%) 0.037
Postoperative Blutung 17 (1%) 36 (1.4%) NS*
Nierenversagen 25 (1.6%) 28 (1.1%) NS
Intraaortale Ballonpumpe 53 (3.3%) 0 (0%) 0,0001
Mediastinale Infektion 21 (1.3%) 25 (1 %) NS
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“Low cardiac Output” Syndrome 127 (7.9%) 145 (5.6%) 0,004
Schlaganfall 21 (1.3%) 25 (1%) NS

Operative Sterblichkeit 33 (2.1%) 25 (1%) 0,005
*NS=nicht signifikant

1.5 Hamodynamische Effekte unter normo— und hypothermer Perfusion
Der Einsatz normothermer HLM fuhrt im Vergleich zu hypothermer HLM zu
einem niedrigeren GefalRwiderstand. Zahlreiche Arbeitsgruppen berichten dabei Uber
einen erhdhten Bedarf an Vasopressoren zur Erhaltung des optimalen Blutdruckes,'*¢
49 und dies, obwohl wahrend normothermer Perfusion bereits eine erhohte
Perfusionsrate eingesetzt wird."*%">
Im Gegenzug ist bekannt, dass wahrend hypothermer HLM mehr
Vasodilatatoren benutzt werden,'*® und dies, obwohl Hypothermie wahrend der HLM
die Epinephrine- und Norepinephrinekonzentration im Serum durch deren
langsameren Abbau erhoht. '3 194 199
Unter Hypothermie ist der Sauerstoffverbrauch deutlich herabgesetzt. Im
Gegensatz dazu bleibt unter normothermer HLM der Sauerstoffverbrauch konstant.
Bei vermindertem HZV an der HLM fuhrt Normothermie daher zu einer erhdhten
Sauerstoffextraktion des Blutes und damit zu einer erniedrigten zentral vendsen
Sattigung. 4% 14
Hypothermie kann zu einer Hypovolamie durch verstarkte Diurese (“Cold
Diurese®) fuhren. Sie entsteht aus einer vermehrten Nierendurchblutung, einer
Aktivierung der atrialen natriuretischen Peptide, einer Senkung des antidiuretischen

Hormons und der renalen antidiuretischen Hormonrezeptoren.'%¢-1%

1.6 Hypothermie und Herz-Lunge-Maschinen-assozierte systemische
Inflammation

In vitro Studien zeigten, dass durch Hypothermie Komplementaktivierung und
Zytokinbildung sinken.*® "' Hypothermie verstarkt die Neutrophilendegranulation und
die IL-8 Bildung."® Eine erhdhte IL-8 Konzentration im Blut ist mit einer
eingeschrankten Myokardfunktion assoziiert.”® Des weiteren waren bei Patienten, die
unter hypothermen Bedingungen operiert wurden, Adhasionsmolekule (sICAM, E-
Selektin) und Zytokine (IL-6) erhdht."?
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Seghaye et al. wiesen eine starke Korrelation zwischen Hypothermie wahrend
der HLM und erhohter IL-10 Bildung nach. Diese Ergebnisse konnen als Hinweis
darauf gedeutet werden, dass Hypothermie auch eine entzindungsmodulierende
Rolle durch den Anstieg anti-inflammatorischer Zytokine spielen kann.'®* Milde
Hypothermie ist mit einer Verstarkung der immunologischen Antwort assoziiert, so
dass im Umkehrschluss formuliert werden kann, dass normotherme Perfusion mit
einer geringeren immunologischen Reaktion einhergehen kénnte.'®°

Die bisher bei Kindern durchgeflhrten Studien zeigten, dass der postoperative
Verlauf bei Patienten, die unter normothermen Bedingungen operiert wurden, mit
weniger Komplikationen assoziiert waren als bei Patienten, die in Hypothermie

operiert wurden. %6 167
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Tabelle 3 Literaturvergleich Uber Sudien, die klinische und laborchemische Daten bei
herzhirurgischen Eingriffen unter HLM in verschiedenen Temperaturniveaus untersuchten.
Alter Zahl Parameter Min Ergebnisse
OP-Art T (°C)
Seghae M.C™® Neonaten 24  C3; C4:; TFN; 15 Hoher C3a, Leu, TFN-alpha bei
1996 Switch-OP Histamin, 37 Patienten mit CLS nach tiefer
Albumin, CPR Hypothermie
Iwata Y."% Neonaten 47 2 18-21 Milde  Hypothermie  erhéht den
2007 Switch-OP 37 Blutverlust nicht.
Tassani P."" Neonaten 23  C3,IL-6,IL-8, 18 SIRS ist wenige hach den Operationen
2002 (DHCA) radiologic index (DHCA)  unter DHCA als unter LF Perfusion
Low Flow 24 (LF)
Hovel-Gilrich Neonaten 63 Troponin 15 Erhéhung IL-6 und IL-8 bei Patienten
H.H' IL-6, IL-8 37 mit Myokardfunktionstérungen unter
2002 tiefer Hypothermie
Pouard P.""? Neonaten 20  Troponin, 23-25 Beatmungszeit, Aufenthaltenszeit auf
2006 Switch OP Beatmungszeit, 35-36 IPS sind bei OPs unter DHCA sign.
Aufenthaltszeit auf IPS langer
Cassano, '’ Neonaten 19  Beatmungszeit, 36-37 Beatmungszeit, Aufenthaltszeit auf IPS
2007 Switch OP Aufenthalten auf ist waren kurzer
Gaudino'™ Erwachsene 113 CPR,Fibrinogen, PT, 37 Kein Unterschied
2002 ACVB APTT,Trombozyten, 26
Leukozyten
Eggum R'® Infants,unter 30  IL-6,IL-8,IL-10, 32 minimaler Unterschied SIRS nach
2008 - Komplementkomplex, 25 Operationen unter Hypothermie
schiedlichste Mieloperoxidase
Herzfehler:
inhomogen
Birdi 1" Erwachsene 45  Neutrophylen, Elastase, 28 Kein Unterschied
1997 ACVB IL-8, C3d, IgG 32
36
Rasmussen B.S Erwachsene 30 IL-6,IL-8, CPR,Kortizol 32 Kein Unterschied
2007 ACVB 36
Caputo M."®’ Kinder, 59  C3a, IL-6,IL-8,IL-10, 28 Kein Unterschied
2005 Inhomogene Troponin 35-36
Gruppe
Lindholm L """ Erwachsene 30  ZVS 28 Kein Unterschied in IL-6, C3a
2003 ACVB C3a, II-6 34 ZVS niedrige bei Erwarmung
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1.7 Zielsetzung

Im Mittelpunkt der aktuellen kinderkardiologischen Forschung steht die Pra-
vention von Organdysfunktionen, die nach Korrekturoperationen vor allem im neona-
talen und Sauglingsalter entstehen kénnen. Zur Zeit ist weiterhin unklar, ob Hypo-
thermie wahrend der HLM die Inflammation verstarkt oder vermindert. Die bisher
durchgefuhrten Studien bei Kindern haben den Einfluss tiefer Hypothermie und
moderater Hypothermie verglichen. Hierbei stehen zwei Hypothesen im Mittelpunkt
der bisherigen Forschungsergebnisse:

) Die Organdysfunktion nach HLM entsteht aufgrund der Inflammation durch
die Herz-Lungen-Maschine.

II) Hypothermie wahrend herzchirurgischer Eingriffe hat einen negativen
Einflul3 auf den postoperativen Verlauf.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, in einer prospektiven, randomisierten Studie
die unterschiedlichen Auswirkungen von Normothermie versus Hypothermie bei klar
definierter Operation im Kindesalter zu untersuchen. Ein besonderer Schwerpunkt
dieser Studie liegt dabei in der Untersuchung der Ausschittung von Zytokinen als
Mediatoren einer immunologischen Antwort. Denn die lIdentifikation und Quanti-
fizierung der beteiligten Faktoren, die eine systemische Inflammation verursachen,
scheint eine Grundvoraussetzung, um die Morbiditdt und die Komplikationen im
perioperativen Verlauf zu verringern. Im Einzelnen wurden folgende Fragestellungen

untersucht:

1.  Welchen Einfluss hat die intraoperative Hypothermie auf die
postoperative Zytokinausschiittung?

2. Welchen Einfluss hat die intraoperative Hypothermie auf den
postoperativen klinischen Verlauf?

3. Gibt es einen direkten Zusammenhang bzw. eine Korrelation
zwischen postoperativen Zytokinkonzentrationen und postoperativ

auftretenden Komplikationen?
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2. Methoden
2.1 Studienvorbereitung
Zur Planung dieser empirischen Studie wurden Ein- und Ausschlusskriterien definiert,

um eine homogene Stichprobe zu gewahrleisten.

2.1.1 Einschlusskriterien

Fir den Einschluss in die Studie wurden 2 Kriterien definiert:

1. Vorhandensein eines isolierten Ventrikelseptumdefektes (Diagnosestellung durch
farbkodierte Doppler-Echokardiographie (transthorakal oder transdsophageal)

2. Aktuelles Gewicht zwischen 5 und 10 kg .

2.1.2 Ausschlusskriterien
FUr die Studie wurden zunachst allgemeine Ausschlusskriterien festgelegt und
angewandt. Im Verlauf der Studie wurde es erforderlich, sie durch speziellere
Ausschlusskriterien zu erganzen. Patienten mit weiteren kardialen Komorbiditaten und
Syndromen wurden aus der Studie ausgeschlossen, um ein homogenes Patienten-

kollektiv zu erhalten. Folgende Ausschlusskriterien wurden definiert:

1. Das Vorliegen eines kombinierten angeborenen kardialen Vitiums, zum Beispiel
einer Pulmonalklappenstenose (PaVS), eines atrioventrikuldaren Septumdefekts
(AVSD), einer Fallot’'schen Tetralogie, einer univentrikularen Herzphysiologie
oder weiterer komplexer kardialer Anomalien mit erheblichen Auswirkungen auf
die Hdmodynamik bzw. auf die Therapie.

2. Das Fehlen des Einverstandnisses zur Studienteilnahme durch die

Patienteneltern bzw. durch deren gesetzliche Vertreter.

2.1.3 Patientenkollektiv
Von Mai 2008 bis November 2009 wurden 20 Patienten in die prospektiv randomisierte
Studie eingeschlossen: 10 Patienten wurden unter normothermen Bedingungen, 10
Patienten unter hypothermen Bedingungen (32°C) an der Herz-Lungen-Maschine
operiert. Die Patienten waren zwischen 3,3 Monate und 38,2 Monate (3 Jahre und 1

Monat) alt. Das Durchschnittsalter bei Einschluss in die Studie betrug 8,3 Monate.
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2.1.4 Ethikvotum

Das Studienprotokoll wurde der Ethikkommission der Charité — Universitatsmedizin

Berlin im April 2007 vorgelegt. Das positive Votum wurde im Juni 2007 erteilt.

2.1.5 Rekrutierung der Patienten

Die Studienpatienten wurden unter Bertcksichtigung der Ein- und Ausschlusskriterien
prospektiv. aus den Patienten rekrutiert, die zur operativen Korrektur ihres
Ventrikelseptumdefektes in die Abteilung fur angeborene Herzfehler/Kinderkardiologie

des DHZB Uberwiesen wurden.

2.1.6 Einverstiandnis der Patienteneltern

Die Einverstandniserklarung wurde am Tag vor der Operation unterschrieben. Alle
Eltern bzw. gesetzlichen Vertreter erhielten einen eigens fur die Studie erstellten
Aufklarungsbogen, in dem Uber Art und Umfang der Studie sowie den Umgang mit
personlichen Daten aufgeklart wird (siehe Aufklarungsbogen und Einverstandnis-

erklarung im Anhang).

2.1.7 Randomisierung
Die Patienten wurden blind randomisiert und in 2 Gruppen aufgeteilt: milde Temperatur
(HLM bei 32°C) versus Normothermie (HLM bei 36°C).

2.1.8 Patienten-ID

Die Patientendaten wurden zur Speicherung in einer Datenbank pseudoanonymisiert.
Jeder Blutprobe, die mit einem zweistelligen Code versehen war, wurde eine flnfstellige
Patienten-ID zugeordnet, unter der die klinischen Daten des jeweiligen Patienten in der
Datenbank registriert wurden. Damit sind Ruckschlisse auf die Identitat der Patienten
nur mithilfe einer Schllsseldatei moglich, in der die jeweiligen Codes einander

zugeordnet werden konnen.
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2.2 Anasthesie und HLM-Verfahren.

Das Anasthesieprotokoll war standardisiert. Alle Kinder wurden mit Dormicum
pramediziert (Roche Pharma AG Grenzach-Wyhlen Germany 0.1mg/kg oral). Die
Anasthesieeinleitung erfolgte mit Sufentanil (Janssen-Cilag GmbH, Neuss,
Deutschland; 5-10 p/kg), Etomidat (Etomidat-Lipuro 0.2%; Braun Melsungen AG
Deutschland; 0.15-03 mg/kg), und Myorelaxanta (Pancuronium; Actavis Germany
GmbH&Co0.KG, Langenfeld Deutschland; 0,1 mg/kg) mit anschliellender Infusion von
Sufentanil (5 pg/kg/h) und Propofol (Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad
Homburg,Deutschland; 5 mg/kg/h) zur Aufrechterhaltung der Anasthesie.

Der fur die Antikoagulation wahrend der HLM erfordliche Heparinspiegel
(Ratiopharm GmbH, Ulm, Deutschland) wurde bei den Patienten auf 6 IE/ml festgesetzt.
Die tatsachlige Konzentration wurde regelmanig mit dem Hepcon HMS Plus (Medtronic,
Minneapolis, MN, USA) gemessen. Am Ende der HLM wurde Heparin mit Protamin
(Valenant Pharmaceuticals Deutschland GmbH, Eschborn, Deutschland) antagonisiert
Die erforderliche Protaminmenge wurde ebenfalls mit dem Hepcon-System ermittelt.
Der HLM Kreislauf war standardisiert. Bei allen Patienten kam jeweils die Mast-Mounted
Pump (Stockert Instrumente, Midnchen, Deutschland) zum Einsatz. Das gesamte
blutfihrende extrakorporale Schlauchsystem bestand aus PVC mit einem
Innendurchmesser von 3/16 Zoll. Als Oxygenator wurde einheitlich der Capiox RX05
(Terumo, Eschborn, Deutschland) verwendet. Auch das Priming des extracorporalen
Schlauchsystems wurde standardisiert durchgeftihrt: Deltajonin 200 ml, Heparin 5000
IE, Tranexamsaure 100 mg/ml. Dabei enthalten 100 ml Deltajonin: Natriumacetat 0,27
g; Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat 0,156g; Natriumchlorid 0,088g; Kaliumchlorid
0,186g; Magnesiumchlorid-Hexahydrat 0,050 g; Glukose-Monohydrat 5,5 g, Aqua
iniectabilia.

Die HLM wurde bei entsprechender Temperatur gefahren. Die Temperatur-
kontrollen erfolgten in der Harnblase, dem Osophagus und intraarteriell. Die
Kldhlungszeit von der Ausgangstemperatur bis zur Zieltemperatur von 32°C) betrug
16,61£4,4 min, die Dauer der minimalen Temperatur 30,56+15,5 min, die Erwarmungzeit
18,67+4,15 min.

Als  Kardioplegielosung wurde ,Kirsch-Kardioplegie® (Charité, Berlin,
Deutschland) verwendet. 100 ml der ,Kirsch-Kardioplegie“ enthalten: Magnesium-L-
Hydrogenaspartat 2,575 mg, Procain-HCI 0,3 g; Xillit 4,5 g; Aqua ad iniectabilia. Die
Kardioplegielosung wurde in die Aortenwurzel appliziert.
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Der HLM-Fluss war non-pulsatil. Der Fluss an der HLM betrug bei den Patienten
aus der Normothermie-Gruppe 1,1+£0,18 L/min; bei den Patienten aus der Hypothermie-
Gruppe 1,1+£0,25 L/min. Fremdblut wurde wahrend der HLM transfundiert, wenn der
Hamatokrit weniger als 25% betrug. Erytrozytenkonzentrate wurden vor der Transfusion
mittels Cellsaver (Dideco Electa Essential Concept, Sorin Group, Italia) gewaschen.

Suprarenin (Sanofi Aventis, Frankfurt/M, Deutschland) und Milrinone(0,37-
0,5mcg/kg/min, Sanofi Aventis Frankfurt/M; Deutschland) wurde gegen Ende der HLM
gestartet.

Die Erwarmung der Patienten erfolgte am Ende der Korrektur des Ventrikel-
septumdefekts. Alle Patienten wurden mit einem Temperaturgradienten von 2°C
zwischen Blut und Warmetauscher wiedererwarmt. Der Abgang von der HLM erfolgte
bei einer Temperatur von 36.5°C.

Das HLM-Blut wurde nach Waschen mit dem Cellsaver retransfundiert.
Fremdblut wurde transfundiert, wenn der Hamatokrit trotz Retransfusion weniger als
25% betrug. Bei bestehender Blutungsneigung direkt nach Abgang von der HLM
wurde FFP (10ml/kg) transfundiert.

Zur Pravention von Blutungen an der HLM wurde eine Dauerinfusion von

Tranexamsaure (Charité, Berlin, Deutschland; 50 mcg/kg/h) infundiert.

2.3 Chirurgische Korrekturoperationen.

Bei 15 Patienten erfolgten die VSD-Verschlisse mittels Eigenperikard-Patch, bei
5 Patienten mit Direktnaht. Drei Patienten mussten wegen bedeutsamer Restdefekte
erneut an die HLM. Bei einem Patienten wurde dabei eine PA-Erweiterung und eine
Infundibulektomie durchgefuhrt, beim Zweiten eine Mitralklappenrekonstruktion bei II-111°
Mitralinsuffizienz, und beim Dritten eine Revision der VSD —Naht bei intraoperativ

ausgepragter Aortenklappeninsuffizienz.

2.4 Postoperatives Management

Alle Patienten wurden nach der Operation in hamodynamisch und respiratorisch
stabilem Zustand auf die Intensivstation verlegt. Die postoperative Analgesie erfolgte
durch Piritramid (0.1 mg/kg nach Bedarf) und Methamizol (10 mg/kg). Patienten, die
eine langere Beatmung bendtigten, wurden kontinuierlich Uber ein Perfusor mit
Midazolam (3-3,9 mcg/kg/min) sediert. (3 Kinder aus der Hypothermie-Gruppe, ein Kind

aus der Normothermie-Gruppe). Bei einem Kind aus der Hypothermie-Gruppe erfolgte
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eine Dauerinfusion mit Ketamin 1,46 mcg/kg/min), 4 Kinder erhielten eine Dauerinfusion
mit Sufentanil Uber 4 Stunden postoperativ (2 Kinder aus der Hypothemie-Gruppe, 2
Kinder aus der Normothermie-Gruppe). Alle Patienten wurden druckkontrolliert
beatmet. Zeichneten sich keine postoperativen Komplikationen wie PHT-Krisen, AV-
Tachykardien, Nachblutung oder respiratorische Probleme ab, wurde die Sedierung
beendet. Bei adaquater Korpertemperatur und ausreichender respiratorischen Funktion
(PaO2 >80 mmHg bei FiO2 von 40%, PaCO2 35-40 mmHg unter CPAP) wurden die
Patienten extubiert. Postoperative Fremdblutibertragungen erfolgten, bei einem
Hamatokrit, der 25% unter dem Normbereich lag.

Der Verlust an Blut bzw. Wundsekret Uber die Mediastinaldrainagen wurden zum
einen 6 Stunden nach Verlegung aus dem OP gemessen und zum anderen als totaler
Drainageverlust bis zum Entfernem der Drainage dokumentiert. Mediastinaldrainagen

wurden gezogen, sobald sie 12 Stunden lang kein Sekret mehr geférdert hatten.

2.5 Probengewinnung

Bei den Studienpatienten wurde zu festgelegten Zeitpunkten Blut abgenommen.
Die Blutentnahme erfolgte auf Filterkarten, die routinemafig fir das Neugeborenen-
screening verwendet werden. Auf diese vorbereiteten Filterkarten wurden jeweils zwei
Tropfen vendses Blut getropft. Insgesamt wurden pro Blutentnahme viermal zwei
Tropfen Blut auf die Filterkarte gegeben. Diese wurden nach vollstandigem Trocknen

eingeschweildt und bei -80°C aufbewahrt.

Die Zeitpunkte der Blutentnahmen (Abb. 3):

1. Wahrend der Narkoseeinleitung direkt nach Anlage eines zentral vendsen
Katheters.

2. Unmittelbar nach HLM-Abgang nach Gabe von Protamin.

3. Vier Stunden nach HLM-Abgang

4. 24 Stunden nach HLM-Abgang.
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Abbildung 3: Die Zeitpunkte der Blutenthahmen.

Die Analyse der Proben erfolgte durch die Firma NMI (Naturwissenschaftliches und
Medizinisches Institut an der Universitat Tubingen Stiftung burgerlichen Rechts

Markwiesenstr. 55, 72770 Reutlingen, Deutschland).

2.6. Immunoassay Analyse

Gemeinsames Grundprinzip der Methodik ist die Erkennung und damit der
Nachweis eines Analyten in einer flissigen Phase durch die Bindung eines Antigens an
einen Antikorper.

Die Konzentration von Zytokinen bzw. Chemokinen wurde mit der Luminex-
Technologie bestimmt. Grundlage der Technologie sind mikroskopisch kleine sparische
Polystyrolartikel, so genannte Mikrosparen oder Beads, die als Festphase fur
biochemische Nachweisreaktionen dienen. Es sind derzeit einhundert verschiedene
Mikrospharen-Typen verfugbar, die sich in ihrem Fluoreszenzfarbton unterscheiden und
von denen jeder ein eigenes spezifisches Nachweisreagenz auf der Oberflache tragt.

Die Mikrospharen sind mit zwei Fluoreszenzfarbstoffen (Rot und Infrarot) gefarbt,
die in unterschiedlichen Bereichen des optischen Spektrums emittiert. Die Kombination
dieser beiden Farbstoffe in jeweils zehn verschiedenen Konzentrazionstufen fihrt zu
einhundert spektral unterscheidbaren Schattierungen von Rot und Infrarot. Jede der
daraus resultierenden Fluoreszenzintesitaten definiert eine Population von Mikrosparen

(Beadregion). Die Beadregionen sind die Basis fur das multiplexe Testformat, wobei
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jede Region einen definierten Einzeltest reprasentiert. Diese Fluoreszenzkodierung ist
die Grundlage fur ihre Erkennung durch das Analysegerat und ihre exacte Zuordnung
zu ihrer jeweiligen Population. Jeder Test enthalt einen so genannten Bead-Mix
(Mischung unterschiedlich gefarbter und beschichteter Bead-populationen). Dieser wird
mit der Probe inkubiert, was zur Bindung der jeweils molekular komplementaren
Reaktionspartner (Analyten) fuhrt. Je hoher die Konzentration des entsprechenden
Analyten in der Probe ist, desto mehr davon gebunden.Da die Mikrosparen aufgrund
ihrer unterschiedlichen Farbung mit Fluoreszenzstoffen eindeutig klassifiziert werden
konnen, ist es mdglich, simultan bis zu einhundert verschieden Analyten quantativ
nachzuweisen.

Der spezifische Nachweis der Bindung von Analyten an der Mikrosparen erfolgt
uber eine Detektionsmolekll (Konjugat). Dieses Konjugat hat eine spezifische Affinitat
zum Analyten und ist mit einem Fluoreszenzfarbstoff (Phycoerythrin) gekoppelt, der im
Wellenlangenbereich des gruinen Lichtes emittiert. Dieser spektrale Bereich
unterscheidet sich von denen der internen Farbstoffe, so dass die Klassifizieung der
Mikrosparen und die Quantifizierung des Analyten nebeneinander durchgefuhrt werden
kénnen (Abb.4).

£/ cytokine/
chemokine

capture

Abbildung 4: Immunassay-Analyse (Erklarung s. den Text)

Im Luminex-Analysesystem werden die Mikrosparen bezlglich ihrer roten (Bead-
Klassifizierung) und grunen (Quantifizierung) Fluoreszenz individuell analysiert. Die
Ergebnisse der multiplexen Nachweisreaktionen werden im Analysegerat

vollautomatisch ausgewertet.
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Das Auslesen erfolgt ahnlich einem FACS (fluorescence activated cell sorting).
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Abbildung 5: Luminex Technologie
Gezeigt sind die durch die unterschiedliche Farbcodierung unterscheidbaren Beads (rechts), sowie
das Detektionssystem Uber zwei verschiedenfarbige Laser (Mitte). Links ist eine Luminex Apparatur

zu sehen.

Mit der Luminex-Technologie wurden die Zytokine bzw. Chemokine IL-1ra, IL-6, IL-8, IL-
10, IL-12(p70), MCP-1 und TNF-a quantitativ bestimmt.
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2.7 Statistische Analyse

Die statistische Analyse wurde mit dem Statistikprogramm SPSS (PASW-
Statistic 18; SPSS Inc; IBM; USA) durchgefiihrt. Alle Werte sind als Mittelwerte (x
Standardabweichung) oder als Median mit Spannweite angegeben. Die Uberpriifung
der statistischen Signifikanz erfolgte mit Varianzanalysen mit  wiederholten
Messungen und Wilcoxon Rangsummentests. Ein Signifikanzniveau mit P-Werten

kleiner 0,05 wurde als statistisch signifikant gewertet.
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3. Ergebnisse

3.1 Demographische Daten
Es gab keine Unterschiede in Alter, Gewicht, Korperoberflache und hamatologischen
Ausgangswerten zwischen der normothermen und hypothermen Gruppe (Tabelle 4;
Tabelle 8-9).

Tabelle 4: Demographische Daten.

Hypothermie Normothermie

n=10 n=10
Alter (Monate) 3,3-37,2 3,3-10,2
Median des Alters (Monate) 6,57 4,3
Gewicht (kg) 7,50 7,06
OK Flache (cm2) 0,38 0,36
Geschlecht (m/w) 7/3 4/6

3.2Intraoperative Daten
Zwischen der normotherm und der hypotherm operierten Gruppe zeigte sich kein
signifikanter Unterschied in OP-Dauer, Aortenklemmzeit, HLM-Zeit und intraoperativer

FlUssigkeitsbilanz.

Tabelle 5: Intraoperative MeRRdaten im Vergleich.

Parameter Hypzt:;%rmie Normntlt:\grmie p-Wert
OP Dauer (h) 2,31+1,3 2,3+0,9 0,277
HLM-Zeit(min) 80,6+39,3 70,4+20,9 0,09
Aortenklemmzeit (min) 49,3124 1 46,0+18,5 0,500
HLM Fluf® (I/min) 1,17+0,2 1,14+0,18 0,238
Totale Plegie (ml/kg) 70,0+50,3 97,0+56,8 0,383
Bilanz HLM (ml/kg) 138,3+96,0 152,1+£92,1 0,923
Minimale Temperatur wéhrend HLM 31,811 35,910,8
Min Hb wahrend HLM (g/dI) 7,79+1,65 7,72+1,4 0,785
Hb bei HLM-Abgang (g/dl) 10,5+2,4 10,3+3,6 0,295
Adrenalin bei HLM-Abgang 0,05+0,04 0,038+0,03 0,958
(ug/kg/min)
Transfusion wahrend HLM (ja/nein) 5/5 6/4
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3.3Postoperativen Daten
3.3.1 Flussigkeitsbilanz
Im frhen postoperativen Verlauf unterschied sich die hypotherme Gruppe nicht

von der normotonen beziglich Flissigkeitseinfuhr und -ausfuhr. Entsprechend fand sich

auch keine Differenz in der Gesamtbilanz.

15,0 Temperatur

BE32c [Oszs°C
10,0 l
; B

-5,07

Bilanz (ml/kg/h)

-10,07

T T I I
3h 6h 12h 24h

Stunden

Abbildung 6: Vergleich der Flussigkeitsbilanzen zwischen hypotherm (blau) und normotherm
(hellblau) operierter Patientengruppe zu verschiedenen postoperativen Zeitpunken. Die Unterschiede
zwischen den Gruppen sind nicht signifikant (p>0.05).

Auch im postoperativen Diuretikabedarf wurde kein Unterschied beobachtet. Die
Gesamtdosis an Schleifendiuretika betrug bei den hypotherm operierten Patienten
3,9+1,7 mg/kg/Tag, bei den normotherm operierten 2,9+1,1 mg/kg/Tag (p = 0,489).

3.3.2 Ventilation

Es zeigte sich kein Unterschied im Oxygenierungsindex und im
Atemwegsmitteldruck zwischen den Patientengruppen. Allerdings wurden die Patienten
aus der normotherm operierten Gruppe signifikant kirzer beatmet, als die Patienten aus

der hypotherm operierten Gruppe (Tabelle 6).
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Tabelle 6: Vergleich der Ventilationsdaten zwischen hypotherm und normotherm operierten
Patientengruppe. Es zeigte sich ein signifikanter Unterschied in der Beatmungszeit zwischen Patienten

aus den beiden Gruppen.

Parameter Hypzt=h1%rmie Normncltr:rmie p-Wert

Respiratory Index (pO2/ FiO2) 391+£167(388)* | 370+214(304) 0,307

Mittlerer AWD (mm H20) 9,0£1,6(8,5) 8,2+1,2(8,0) 0,419

Beatmungszeit (Stunden) 27,7+26,4(18,5) | 14,0+£7,7(11,5) 0,009

Zeit zum erstez Gabe von Piritramid 1,42+0,9(1,5) | 3,21+2,5(2,6) 0,023
Stunden)

*In den Klammern ist der Medianwert angegeben.

3.3.3 Hamodynamik

Inotrope Kreislaufunterstutzung erfolgte mit Dauerinfusion von Suprarenin und
Milrinone. Die minimale Dosierung von Suprarenin betrug 0,01 mcg/kg/min, die von
Milrinone maximal 0,75 mcg/kg/min (bei 6 Kindern aus der Hypothermie-Gruppe und bei
3 Kindern aus der Normothermie-Gruppe) bzw. 0,5 mcg/kg/min (bei 3 Kindern aus der
Hypothermie-Gruppe und bei 6 Kindern aus der Normothermie-Gruppe). Traten PHT-
Krisen auf, so erfolgte zusatzlich eine Dauerinfusion von lllomedin (bei einem Kind aus
der Hypothermie-Gruppe und einem Kind aus der Normothermie-Gruppe).

Die Dauer der Kreislaufunterstitzung mit  Suprarenin  und die
Suprareningesamtdosis waren in der normotherm operierten Gruppe statistisch
signifikant kirzer bzw. geringer. Kein Unterschied zeigte sich in der temporaren

Maximaldosis (Tabelle 7).

Tabelle 7: Vergleich der Kreislaufunterstitzung in der frihen postoperativen Zeit zwischen
hypotherm und normotherm operierten Patienten. Die Patienten aus der Normothermie-Gruppe erhielten

eine signifikant geringe Suprareningesamtdosis und die Dauer der Adrenalinunterstitzung war signifikat

kirzer.
Hypothermie Normothermie p-Wert
n=10 n=10
Maximale Adrenalindosierung 0,057+0,04 0,032+0,26 0,591
(ug/kg/min) (0,045)* (0,04)
Dauer Adrenalin (Stunden) 10,3+9,75(6,5) 4,53+4,12(4,0) 0,007
Gesamtdosierung von Adrenalin (ug/kg) 27,3144 .4 5,6+7,1 0,003

*In den Klammern ist der Medianwert angegeben.
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Zur Einschatzung der Kreislaufunterstutzung in der frihen postoperativen Phase
wurde eine modifizierte Gradeinteilung benutzt (Inotropic Score), die in den Studien von
Wernovsky, Kulik und Hoffman beschrieben wurde.'”®'®° Bei dem Score werden ein
Punkt pro 0.01 pg/kg/min Suprarenin oder Arterenol vergeben (bei einer Dosis von 0.05
pg/kg/min bekommt der Patient also 5 Punkte), fur Milrinon wird ein Punkt pro 0.1
pa/kg/min vergeben. Der Score wurde fur jeden Patienten stindlich nach HLM-Abgang
ermittelt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 7 dargestellt. Die Kinder aus der
Hypothermie-Gruppe bendtigten fast zu jedem Zeitpunkt mehr Kreislaufunterstitzung

bzw. Kathecholamine.
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Abbildung 7: Darstellung die Hohe der Kreislaufunterstiitzung in der frihen postoperativen Zeit
bei normotherm und hypotherm operierten Patienten. (Zur Errechnug des Inotropic Scores siehe den

Text). Die Patienten aus der Normothermie-Gruppe bendtigten weniger Kreislaufunterstitzung.

3.3.4 Hamatologisches Labor, CRP und CK
Die Blutentnahmen zur Bestimmung der hamatologischen Analysen, des CRP

und der CK erfolgten zu den vorbeschriebenen, festgelegten Zeitpunkten (siehe Abb.
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3). Im Gruppenvergleich Hypothermie vs. Normothermie zeigte sich bei keinem der
bestimmten Parameter zu keinem Entnahmezeitpunkt ein signifikanter Unterschied
(Tabelle 8).

Tabelle 8: Vergleich der postoperativen hamatologischen Daten zwischen normotherm und

hypotherm operierten Patienten. Es zeigte sich bei keinem Parameter ein signifikanter Unterschied.

Hypothermie Normothermie  p-Wert

Parameter n=10 n=10
Hamoglobin praOP(g/dL) 12,3+1,1 11,60,9
CRP praOP (mg/dl) 0,16+0,3 0,15+0,2
Leukozyten praOP(*10%/1) 14,1+9,0 13,8437
1.Blutentnahme (in Stunden post HLM) 1,25 1,22
Hamoglobin postOP (g/dl) 11,8+2,7 12,5+3,5 0,311
Leukozyte postOP (*10%/1) 15,75,6 16,246, 1 0,601
Neutrophile postOP (*10%/1) 8,544,1 10,0+4,5 0,344
Neutrophile postOp (%) 54,0+13,9 60,2+8,6 0,221
CK gesamt postOP  (U/l) 1198+661 1336+929 0,100
CK mB postOP U/l 222493 274+175 0,012
2.Blutentnahme ( in Stunden post HLM) 15,3 17,5
Hamoglobin (g/dL) 13,542,5 12,8+3,2 0,328
Leukozyten  (*10%1) 12,8+2,8 16,05,2 0,166
Neutrophile (*109”) 8,324 10,543,7 0,123
Neutrophile (%) 63,516,0 62,31£9,7 0,343
CK gesamt () 953+617 10791731 0,913
CK mB (un 108157 136199 0,291
8,8+4,3 7,0£2,7 0,111

Max CRP im Verlauf (mg/dl)

3.3.5 Gerinnung und Blutverlust
In beiden Gruppen waren die Ausgangswerte fur Thrombozytenzahl, Fibrinogen
und AT Il sowie die globalen Gerinnungstests PTZ, INR und PTT gleich. Die
Veranderungen der Werte Uber die Zeit waren ebenfalls gleichsinnig und zu keinem

Zeitpunkt signifikant unterschiedlich (Tabelle 9).
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Tabelle 9: Vergleich der Gerinnungsfaktoren (Ausgangwerte sowie Veranderungen der Werte
Uber die Zeit) zwischen normotherm und hypotherm operierten Patienten . Es zeigte sich bei keinem

Parameter ein signifikanter Unterschied.

Parameter Hypothermie Normothermie p-Wert

n=10 n=10
Trombozyten praOP(*10°%/1) 4071118 476197
Fibrinogen praOP (mg/dl) 255162 282165
Antitrombin praOP(ug/ml) 98+14,5 100£13,6
PTZ praOP % 82,9+4,3 94,7+11,2
INR 1,1£0,1 1,0£0,1
PTT (sek) 3715 32112
1.Blutentnahme (in Stunden post HLM) 1,25 1,22
Trombozyten postOP(*10%/1) 256190 2721145 0,444
Fibrinogen postOP (mg/dl) 192160 20115 0,876
Antitrombin postOP (ug/ml) 72,8+13 7118,8 0,503
PTZ postOP % 51+12 53+13 0,850
INR post OP 1,7£0,3 1,7+0,3 0,979
PTT postOP (sek) 36,816 42+4 0,516
2 .Blutentnahme (in stunden post HLM) 15,3 17,5
Trombozyten post (*10°/1) 206140 279+102 0,021
Fibrinogen (mg/dl) 26557 285190 0,060
Antitrombin (ug/ml) 75217 8010 0,355
PTZ postOP % 666 6519 0,181
INR postOP 1,30,1 1,3+0,2 0,226
PTT postOP (sek) 39+6 40+10 0,483

Auch der fruhpostoperative Blutverlust, die Drainagedauer, und der gesamte

postoperative Blutverlust waren in beiden Gruppen gleich. (Tabelle 10; Abb. 7)
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Tabelle 10: Vergleich des Blutverlusts 6 Stunden nach Operationsende und Uber die gesamte
Drainagedauer zwischen hypotherm und normotherm operierter Patientengruppe. Die Unterschiede sind

nicht signifikant (p>0.05).

Hypothermie Normothermie P-Werte

n=10 n=10
Drainageverlust nach 6 Std. (ml/kg) 5,414(5,2)* 5,313(4,4) 0,542
Drainageverlust gesamt (ml/kg) 251£16(21) 20£12(18) 0,239
Drainagezeit (Tage) 3,22+0,667(3) 3,00+2,06(2,5) 0,134

*In den Klammern ist der Medianwert angegeben.
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Abbildung 8: Vergleich des Blutverlustes zwischen hypotherm (dunkel) und normotherm (hell)
operierter Patientengruppe 6 Stunden nach Operationsende und Uber die gesamte Drainagedauer. Die

Unterschiede zwischen den Gruppen sind nicht signifikant (p>0.05).

3.4 Zytokine

Die Zytokinkonzentrationen zeigten insgesamt grof3e Schwankungen. Die
maximale Konzenration der pro-inflammatorischen Zytokine MCP-1 (Abb.11) und TNF-a
(Abb.12) sowie des anti-inflammatorischen Zytokins IL-10 (Abb.13) wurde direkt nach
HLM-Abgang gemessen. Die maximale Konzentration der pro-inflammatorischen
Zytokine IL-6 (Abb.9) und IL-8 (Abb.10) sowie des anti-inflammatorischen Zytokins IL-
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1ra (Abb.14) zeigte sich vier Stunden nach HLM-Abgang. 24 Stunden nach HLM-
Abgang sank die Konzentration aller Zytokine.

Es zeigte sich ein signifikanter Unterschied in der Senkung von pro-
inflammatorischem Zytokin 11-6 24 Stunden nach Ende der HLM. Insgesamt war die
Konzentration pro-inflammatorischer und anti-inflammatorischer Zytokine im Vergleich
der beiden Studiengruppen (Hypothermie vs. Normothermie) nicht signifikant
unterschiedlich. (Tabelle 11; 12) Die Verhaltnisse zwischen pro-inflammatorischen 1I-6
und anti-inflammatorischen [I-10 Zytokinen als ein Zeichen von Dysbilanz zwischen
pro-inflammatorischer und anti-inflammatorischer Antwort zeigten zu keinem Zeitpunkt

einen signifikanten Unterschied (Tabelle 12).

Tabelle 11 :Vergleich der Ausschittung von pro-inflammatorischen Zytokinen zwischen

hypotherm und normotherm operierter Patientengruppe zu festgelegten Zeitpunkten.

Pro-inflammato- 1. Probe : 2. Probe: 3. Probe: 4.Probe:
rische Konzentration Konzentration = Konzentration = Konzentration
Zytokine vor HLM direkt nach HLM  4h nach HLM 24h nach HLM
(pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)
IL-6
32°C 2,014 48165 131117 92145
36°C 2,51+2,3 30+30 119157 105178
IL-8
32°C 41116 116172 3411270 230+138
36°C 43122 90+52 3351246 2611183
IL-12(p70)
32°C 33123 5029 38120 37122
36°C 2919 50+28 41138 45+41
MCP-1
32°C 17361416 4708+5078 233511404 18631510
36°C 1569+709 276111317 228211618 18201723
TNFa
32°C 12,944 22115 1017 6,814
36°C 16112 15412 8,27 6,715
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Tabelle 12: Vergleich der Ausschittung von anti-inflammatorischen Zytokinen zwischen
hypotherm und normotherm operierter Patientengruppe zu festgelegten Zeitpunkten. Es zeigte sich kein

Unterschied in Ausschittung sowie in Senkung der Zytokinen bei den Patienten aus den beiden

Gruppen.
Anti-inflammato- 1. Probe : 2. Probe: 3. Probe: 4.Probe:
rische Konzentration Konzentration = Konzentration = Konzentration
Zytokine vor HLM direkt nach HLM 4 Std.nach HLM 24Std nach HLM
(pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)
IL-10
32°C 2,7+1,1 2481244 1061151 5,81+4,1
36°C 414 1161225 61147 5,214,8
IL-1 ra
32°C 116197 267+198 184512091 774+650
36°C 7548 389+123 140411143 605+417
IL10/IL6
32°C 2,119 8,110 0,7+0,5 0,09+0,1
36°C 2,0£1,5 4,714 .4 0,6+0,5 0,05+0,04
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Abbildung 9: Vergleich des Konzentrationsverlaufs des pro-inflammatorischen Zytokins I1I-6

zwischen normotherm (hell) und hypotherm (dunkel) operierten Patienten. Es

zeigte sich zu keinem Beobachtungszeitpunkt ein signifikanter Unterschied.
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Abbildung10 Vergleich des Konzentrationsverlaufs des pro-inflammatorischen Zytokins 11-8
zwischen normotherm (hell) und hypotherm (dunkel) operierten Patienten. Es

zeigte sich zu keinem Beobachtungszeitpunkt ein signifikanter Unterschied.
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zwischen normotherm (hell) und hypotherm (dunkel) operierten Patienten. Es

zeigte sich zu keinem Beobachtungszeitpunkt ein signifikanter Unterschied.
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Abbildung 13: Vergleich des Konzentrationsverlaufs des anti-inflammatorischen Zytokins 11-10
zwischen normotherm (hell) und hypotherm (dunkel) operierten Patienten. Es

zeigte sich zu keinem Beobachtungszeitpunkt ein signifikanter Unterschied.
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Abbildung 14: Vergleich des Konzentrationsverlaufs des anti-inflammatorischen Zytokins Il-1ra
zwischen normotherm (hell) und hypotherm (dunkel) operierten Patienten. Es

zeigte sich zu keinem Beobachtungszeitpunkt ein signifikanter Unterschied.
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Abbildung 15: Verlauf der Konzentration des anti-inflammatorischen Zytokines IL-1ra (Median der

Konzentration dargestellt).

Die Zytokinkonzentrationen von IL-6 und IL-8 korrelierten in der hypotherm
behandelten Patientengruppe mit der HLM-Dauer (IL-6: p=0.004 und r?linear = 0,657,
IL-8: p=0.012 und rZlinear = 0,568). In der normotherm operierten Patientengruppe
bestanden keine Korrelationen (IL-6: p=0,154, IL-8: p=0,587). (Abb.16;17)
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Abbildung 16: Zusammenhang zwischen der HLM-Zeit und der Ausschiittung von IL-6. Bei den
Patienten aus der Hypothermie-Gruppe zeigte sich eine Korrelation. Bei den Patienten aus der
Normothermie-Gruppe konnte dies nicht nachgewiesen werden.

51



Temperatur: 32°

R? Linear = 0,568

= 300
|
p o
S 250
©
c
X
oy 2001
=
CE
5> 150
8
©
S
e 1007
o
N
5
x. 50
P
= o
T T T T T T
25 50 75 100 125 150
HLM- Zeit (min)
Temperatur: 36°
s 2007
=
I
S
i | o0
c 150 o
e
X
e
SE - °
SB 1001
=2
S
g o
= o
g %0 ° o
o
X
s
- o
= -
T T T T T
40 60 80 100 120
HLM- Zeit (min)

Abbildung 17: Zusammenhang zwischen der HLM-Zeit und der Ausschuttung von IL-8. Bei den
Patienten aus der Hypothermie-Gruppe zeigte sich eine Korrelation (R=0.568). Bei den Patienten aus der

Normothermie-Gruppe konnte dies nicht nachgewiesen werden.

Die Hohe der Zytokinausschuttung von IL-10 zeigte eine Korrelation mit der
Aortenklemmzeit (Hypothermie: p = 0,012; Normothermie p=0,005). Darlber hinaus
korrelierte die IL-10-Konzentration in der Hypothermie-Gruppe mit Dauer der HLM. In
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der Normothermie-Gruppe konnte solch ein Zusammenhang nicht nachgewiesen
werden (Abb.18).
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Abbildung 18: Zusammenhang zwischen der Aortenklemmzeit und der Ausschittung von IL-10.
Bei den Patienten aus der Hypothermie-Gruppe zeigte sich eine Korrelation (R=0.87) zwischen
Aortenklemmzeit und der Ausschiittung von IL-10 . Bei den Patienten aus der Normothermie-Gruppe

konnte dies nicht nachgewiesen werden.
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Komplikationen

In der Normothermie-Gruppe wurde der postoperative Verlauf bei einem Kind
durch eine Oberlappendystelektase kompliziert, dariber hinaus entwickelte ein Kind
Fieber ohne Infektionsverdacht.

In der Hypothermie-Gruppe traten bei zwei Kindern junktionale ektope
Tachykardien auf. Bei einem Kind manifestierten sie sich in der frihen postoperativen
Phase; dieser Patient wurde gekuhlt und entwickelte zusatzlich ein SIRS. Beim anderen
Patienten traten sie 30 Stunden postoperativ auf und wurden medikamentds behandelt.
Zwei der hypotherm operierten Kinder entwickelten Fieber ohne Infektionsverdacht. Ein
weiteres Kind aus der Hypothermie-Gruppe mulite wegen pulmonalhypertensiver
Krisen mit pulmonalarteriellen Nachlastsenkern (NO, Sildenafil) behandelt und langer

beatmet werden.

PHT

JET

Infektion+ JET
Dystelektase

ohne Komplikationen
ohne Komplikationen

Abbildung 19: Graphische Darstellung postoperativer Komplikationen.
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Die Dauer des stationaren Aufenthalts war in beiden Gruppen gleich, allerdings

zeigte die Hypothermie-Gruppe einen langeren Aufenthalt auf der Intensivstation, der
jedoch nicht statistisch signifikant war.

Tabelle 13: Aufenthaltsdauer auf der Intensivpflegestation und der Normalstation der Patienten. Bei den

Kindern aus den beiden Gruppen zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der Aufenthaltsdauer.

Hypothermie Normothermie p-Wert
n=10 n=10
Aufenthalt auf IPS (Tage) 3,44+2,13 (3.0)*  2,33%1,63 (2,0) 0,270

Stationare Aufenthalt (Tage) 7,4411,42 (7,0) 7,001,115 87,0) 0,314

*In den Klammern ist der Medianwert angegeben.
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4. Diskussion

Zurzeit gilt die Operation in Hypothermie quasi als ,Goldstandard® fur
komplizierte herzchirurgische Eingriffe. Fur kinderherzchirurgische Verfahren liegen
jedoch bisher keine sicheren Daten vor, die einen eindeutigen Vorteil der Hypothermie
gegeniiber Operationen in Normothermie zeigen.'®'183

Das Forschungsinteresse an der neuroprotektiven Wirkung der Hypothermie bei
Operationen an der HLM ist in den letzten Jahren stark gestiegen.”®*'% |m Mittelpunkt
steht dabei einerseits der Einfluld der Temperatur als Faktor fur einen protektiven Effekt
bei zerebraler Ischamie. Andererseits spielt bei Kindern auch der Effekt HLM-
assoziierter Komplikationen, wie Ischdmie oder Odembildung, auf die weitere

Gehirnentwicklung eine Rolle."®’

4.1 Ventilation
In der vorliegenden Studie zeigten die Kinder, die in Normothermie operiert

wurden, postoperativ signifikant kurzere Beatmungszeiten.

|172 |173

Ahnliche Ergebnisse wurden von Pouard et a und von Cassino et a

publiziert. Mdglicherweise steht die langere Beatmung mit Hypothermie-bedingten

1'% und Kontani'® begriin-

mikrozirkulatorischen Stérungen in Zusammenhang. Hauser
deten ahnliche Ergebnisse mit einer verstarkten immunologischen Antwort der Lungen
auf die Hypothermie. Diese Theorie konnten wir nicht bestatigen. In der Hypothermie-
und der Normothermie-Gruppe unserer Studie unterschieden sich weder der
respiratorische Index als Mal} der Oxygenierungsfahigkeit der Lunge noch der mittlere
Atemwegdruck voneinander (Respiratorischer Index 3901167 vs. 370214, mittlerer
Atemwegdruck 9+1,6 bar vs. 8,2+1,2 bar).

Wir méchten daher eine andere Erklarungsmaoglichkeit in die Diskussion werfen:

135,154,195 nd Uiber diesen

Hypothermie fihrt zur endogenen Katecholaminausschuttung
Effekt zu einer Erhohung von Blutdruck und Herzfrequenz. Ausnahmslos alle Kinder
der Hypothermie-Gruppe erhielten in Reaktion auf ein angenommenes
Schmerzsyndrom (mit erhohtem Blutdruck und Herzfrequenz) postoperativ Piritramid
(0.1 mg/kg) signifikant friher (2.6 Stunden in der Normothermie-Gruppe versus 1
Stunde in der Hypothermie-Gruppe). Zu den typischen Nebenwirkungen dieses
zentralen Analgetikums gehort seine atemdepressive Wirkung. Moglicherweise spielen
die hoheren Piritramid-Dosen in der Hypothermie-Gruppe bei der langeren

Beatmungsdauer eine Rolle. Andererseits bedingten auch die Entwicklung von
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Komplikationen, wie pulmonalhypertensive Krisen und Rhythmus-storungen in der

Hypothermie-Gruppe, eine langere Beatmung.

4.2 Hamodynamik

In dieser Studie zeigte sich, dass die Patienten, die unter normothermen
Bedingungen operiert wurden, signifikant weniger und fur kirzere Zeit positiv inotrope
Kreislaufunterstitzung erhielten.

Ohata et al. konnten in einer Studie zeigen, dass wahrend normothermer HLM
die NO-Produktion gesteigert war. Dies resultierte in einer Reduktion des peripheren
GefaRwiderstandes.’® ' Ténz et al. konnten belegen, dass Patienten, die unter
normothermen Bedingungen operiert wurden, in der frihen postoperativen Phase einen
niedrigen peripheren GefalBwiderstand mit erhohtem kardialen Index aufwiesen.'?
Mdglicherweise sind dies die Bedingungen, die auch bei unseren normotherm
operierten Patienten zu dem geringeren Bedarf an Kreislaufunterstutzung fihrten und
schliel3lich hieriber auch einen stabileren Rhythmus und insgesamt eine stabilere
postoperative Phase begrindeten, die dann ihrerseits die frUhere Extubation
ermdglichte.

Passend dazu konnte in weiteren Studien mit einem anderen Patientenkollektiv
als in unserer Studie gezeigt werden, dass HLM-Operationen in Hypothermie mit einer
erhohten Komplikationsrate (Myokardinfarkt, eingeschrankte LV-Funktion, Notwendig-

keit einer IABP, erhohte Sterblichkeit) assoziiert sind. '

4.3 Gerinnung

Hypothermie hat Auswirkungen auf das Gerinnungssystem. Die Trombozytenzahl
ist unter Hypothermiebedingungen ebenfalls reduziert. '** 929 Das AusmaR der
Beeintrachtigung des Gerinnungssystems unter Hypothermie und seine Auswirkungen
auf den postoperativen Verlauf wird in der Literatur unterschiedlich beurteilt. Einige
Autoren berichten Uber eine deutliche Erhdhung des Blutverlusts mit vermehrter
Fremdblutgabe,'®® andere bestreiten dies.’®® ' 97 1% \jir konnten in unserer Studie
zeigen, dass sowohl unter Hypothermie als auch unter Normothermie die Konzentration
an den plasmatischen Gerinnungsfaktoren Fibrinogen und AT Il abnimmt. Diese
Abnahme war aber in beiden Gruppen gleich und insofern irrelevant bezuglich der
Unterschiede im klinischen Verlauf. Gleiches gilt auch flr die Parameter Blutverlust,

Drainagezeit und Transfusionsbedarf.

57



4.4 L eukozyten und CRP

Neutrophile Leukozyten spielen die Hauptrolle in der Enwicklung der zellularen
inflammatorischen Antwort. Ihre Aktivierung, Migration und Adhasion erfolgen durch
Zytokine und Chemokine. IL-8 ist ein Mediator fur Neutrophile, fur T-Lymphozyten und
Basophile Leukozyten.'®® Die Zahl der Neutrophilen in den ersten Stunden nach HLM
als Zeichen einer Aktivierung zellularer Reaktionen war in beiden Gruppen gleich. IL-6
als pro-inflammatorisches Zytokin 16st die Bildung von akute-Phase Proteinen (CRP) in
der Leber aus.?® In diesem Zusammenhang ist es interessant, dass die Kinder aus der
Hypothermiegruppe im postoperativen Verlauf tendenziell héhere CRP-Werte zeigten
als die der Normothermie-Gruppe. Diese war jedoch aufgrund der geringen Fallzahl
statistisch nicht signifikant, kdnnte aber als ein Hinweis auf eine starkere pro-

inflammatorische Reaktion unter Hypothermie gewertet werden.

4.5 Zytokine

Operationen an der HLM |6sen eine Entzundungsreaktion aus. Als Ursache gilt
eine Aktivierung der Leukozyten bei Kontakt mit der Fremdoberflache des extra-
korporalen Kreislaufs und die Ausschittung von inflammatorisch aktiven Substanzen
bei Reperfusion ischamischen Gewebes, bei Hamodilution, Fremdblutubertragung und
bei Gabe von Heparin und Protamin.

In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass HLM-Operationen mit einer gestei-
gerten Zytokinausschittung assoziiert sind. Die hdchsten Konzentrationen pro-inflam-
matorischer Zytokine wurden dabei in den ersten vier Stunden nach HLM gemessen.

Der Anstieg pro-inflammatorischer Zytokine (IL-6, IL-8, TNFa) nach HLM stellt
dabei einen fruhen Schritt in der inflammatorischen Antwort dar und ist ein Pradiktor fur

' Wan et al

das AusmafR der Entziindung sowie konsekutiver Organdysfunktionen.?
vermuten, dass der Ursprung der IL-6 und TNFa Produktion wahrend der HLM
kardiogener Natur ist.?> Die Studie von Gessler et al. zeigte, dass eine erhdhte
Konzentration von IL-6 sowie NO zu einer eingeschrankten Myokardfunktion und
dadurch zu einem gesteigerten Bedarf an medikamentdser Herzinsuffizienztherapie
filhren kann.? In unserer Studie zeigte sich allerdings keine Korrelation zwischen der
Ausschuttung von Interleukinen und dem Katecholaminbedarf. Dennoch sind die
Ergebnisse unserer Studie bezlglich der Zytokine mit denen anderer Untersucher

insofern vergleichbar, als dass sie in der Hypothermie-Gruppe einen Zusammenhang
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zwischen der Dauer der HLM und der Zytokinkonzentration zeigen.'®® Dies gilt
besonders fur die pro-inflammatorischen Zytokine IL-6 und IL-8. Interessanterweise war
dies jedoch in der Normothermie-Gruppe nicht nachweisbar.

In verschiedenen Studien wird beschrieben, dass eine lange HLM- und
Aortenklemmzeit eine erhdhte Ausschittung pro-inflammatorischer Zytokine verur-

sachen kann?*

und zu einem verstarkten oxidativen Stress fiinren®**. Caputo et al
konnte bei Kindern nachweisen, dass normotherme HLM-Verfahren im Vergleich zu
hypothermer HLM mit geringerem oxidativen Stress und geringerer inflammatorischer
Antwort assoziiert sind. '*’

IL-10 ist ein anti-inflammatorisches Zytokin und spielt wahrend und nach HLM
eine protektive Rolle."" In unserer Studie lag sein Maximum direkt nach HLM-Abgang.
Anhliche Ergebnisse wurden schon in der Literatur beschrieben. %7 295 206 Bgj den
Eingriffen in Hypothermie konnte darlber hinaus eine lineare Korrelation zwischen
Aortenklemmzeit und IL-10-Ausschuttung nachgewiesen werden, die in der
Normothermie-Gruppe nicht bestand. Diese stimmt mit den Ergebnissen von Qing M et
al. und Vazquez-Jimenez et al. uberein. Qing et al. zeigten, dass nach Hypothermie
eine Erhéhung des Zytokins IL-10 eine myokardprotektive Rolle spielt."® Vazquez-
Jimenez et al. konnten nachweisen, dass moderate Hyporthermie zu einer Erhohung
der IL-10 Bildung fiihrt und dadurch kardioprotektiv wirkt."%®

Direkt nach HLM-Abgang bendtigten unsere Patienten aus der Hypothermie-
Gruppe zwar weniger Kathecholamine, was sich im weiteren Verlauf aber umkehrte, so
dass sie insgesamt eine hohere und langere Katecholaminunterstitzung bendtigten.
Man kann spekulieren, ob sich darin ein indirektes Zeichen einer Dysbalance des
hamodynamischen Systems aufgrund eines hoheren oxydativen Stress ausdruckt.

Auch dies ist mit einer tendenziell erhdhten IL-10 Konzentration in
Zusammenhang zu setzen, da eine erhohte IL-10 Ausschuttung durch Katecholamine
induziert werden kann.?”’

Und schlieBlich ist zu bertcksichtigen, dass die Interaktion zwischen Leukozyten
und der Fremdoberflache der HLM auch zu einer ausgepragten anti-inflammatorischen
Reaktion und damit der Erhdhung von IL-10, sowie von IL-1ra fiihrt.2%

Menasché et al zeigten, dass die Ausschuttung von IL-1ra bei den Patienten, die
unter normothermen Bedingungen operiert wurden, hdher war als bei den Patienten, bei

denen konventionelle hypotherme Verfahren eingesetzt wurden.?®® In unserer Studie
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war die Ausschuttung von der IL-1ra von der Temperatur unabhangig, aber stark mit der
Dauer der HLM korrelierend (p=0.018).

Ein IL-10 Anstieg mit konsekutiver Herabregulation der Monozyten- und
Makrophagenaktivitat kann zu Infektionen pradisponieren. 209 |n der Literatur ist eine
klinische Immunsuppression nach HLM mit einem erhdhten Infektionsrisiko nachge-
wiesen. 2% 2'%Als schwacher Hinweis darauf entwickelte in unserer Studie ein Patient
aus der Hypothermie-Gruppe ein SIRS.

Eine pro-inflammatorische Reaktion des Organismus induziert auch eine starke
anti-inflammatorische Antwort. Imbalanzen kénnen als Zeichen schwerster Erkran-
kungen gewertet werden. So gibt das Verhaltnis der Zytokine IL-10 und IL-6 Hinweise
auf den Ausgang einer Sepsis.?®" 2" In dieser Studie konnte keine Imbalanz zwischen
IL-10 und IL-6 gefunden werden, korrespondierend dazu waren die postoperativen
klinischen Verlaufe auch nicht Uberaus schwer. Allerdings zeigten Patienten mit den
klinischen Zeichen einer systemischen Inflammation signifikant héhere Zytokinspiegel
als Patienten mit unkompliziertem postoperativem Verlauf. Ahnliche Ergebnisse wurden
bereits von Sablotzki beschrieben. 2'2Journous et al zeigten, dass IL-6 vor allem bei den
Patienten erhdht war, die nach HLM-OP Komplikationen und ventrikulare Dysfunktionen

entwickelten. 23

4.6 Komplikationen

Eine Studie von Honore et al. zeigte, dass eine normotherme Perfusion weder zu
einer erhohten Entzindungsreaktion noch zu signifikanten Nebenwirkungen fuhrt.
'%5 Dies gilt auch fur unsere Ergebnisse. Kinder aus der Normothermie-Gruppe
entwickelten in unserer Studie keine relevanten Komplikationen. Dartber hinaus war
keiner der untersuchten Parameter in der Normothermie-Gruppe pathologischer als in
der Hypothermie-Gruppe. Hingegen kam es bei den Kindern aus der Hypothermie-
Gruppe zu postoperativen Komplikationen. Wie bereits oben diskutiert, konnte die
langere Beatmungszeit bei den Patienten aus der Hypothemie-Gruppe daher
moglicherweise durch die Begleitkomplikationen erklart werden. Die Kinder mit
kompliziertem postoperativem Verlauf zeigten auch eine starkere Zytokinkonzentration
als die Kinder ohne Komplikationen. Fur eine klare Schlussfolgerung, dass die

Hypothermie Uber eine vermehrte Zytokinausschittung zu einer verstarkten
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Entzindungsreaktion fuhrt und so die Komplikationsrate erhéht, erscheint aufgrund der
geringen Patientenzahl in unserer Studie allerdings nicht zweifelsfrei belegbar.

4.6 Fremdbluttransfusionen

Mehrere Studien zeigten, dass das in Erytrozytenkonzentraten (EK) enthaltene
Plasma die Aktivierung von Granulozyten férdert und zu einer Aktivierung des
Endotheliums sowie der Superoxidbildung fiihrt.2" 2'> Andererseits ist die Transfusion
von EKs mit einer Ausschiittung anti-inflammatorischer Zytokine (IL-4, IL-10, TGF-b)?'®
und einer Hemmung der Ausschiittung pro-inflammatorischer Zytokine assoziert.?'’
Diese Ergebnisse ahneln den Daten von Nohe et al, die Uber eine abgeschwachte pro-
inflammatorische Antwort nach FFP-Gaben berichtete.?'® Des Weiteren gibt es Studien,
in denen eine Zytokinakkumulation (TGFb, RANTES) durch die Lagerung von EKs
berichtet wird.?®In der vorliegenden Studie wurden die EKs vor Gabe gewaschen, so
dald diese Effekte eigentlich keine Rolle spielen dirften. Ob dennoch ein Einfluss der
EKs auf eine Immunreaktion bestand, kann zwar nicht ausgeschlossen werden, betrafe

allerdings beide Gruppen in gleichem Male.

5. Limitationen der Studie

Die kleine Patientenzahl von jeweils zehn Patienten pro Gruppe la3t nur bedingt
statistisch signifikante Ergebnisse zu. Dies liegt an den engen Einschlusskriterien der
Studie, was andererseits eine gute Vergleichbarkeit erlaubt. Der Einsatz von
Tranexamsaure in unserer Studie koénnte die Entzindungsreaktion beeinflussen.
Tranexamsaure blockiert durch Komplexbildung mit Plasminogen dessen Bindung an
der Fibrinoberflache. Diese ist jedoch Voraussetzung fur die Aktivierung von
Plasminogen zu Plasmin, das dann wiederum Fibrin spaltet. Durch diesen
Wirkmechanismus wird somit die Spaltung von Fibrin inhibiert und damit das
Blutungsrisiko verringert. Jimenez zeigte, dass auch die inflammatorische Antwort durch
Gabe von Tranexamsaure beeinflusst werden kann.?®® Da in der vorliegenden Studie
alle Patienten intraoperativ Transexamsaure erhielten, ist mdglicherweise die pro-

inflammatorische Reaktion insgesamt gemindert worden.
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5.Schlussfolgerung

In der vorliegenden Studie wurde der Einfluss der Hypothermie auf die
perioperative Zytokinausschuttung und auf den postoperativen klinischen Verlauf nach
kardiochirurgischer HLM-Operationen im Kindesalter analysiert. Dabei zeigte sich, dass
die Kinder aus der Hypothermie-Gruppe signifikant langer beatmet werden mussten und
eine langere und hohere Gesamtdosis an medikamentoser Kreislaufunterstutzung
bendtigten. Weiterhin entwickelten die Kinder aus der Hypothermie-Gruppe haufiger
Komplikationen (n=3).

Weiter konnte gezeigt werden, dass HLM-Operationen im Kindesalter mit einer
gesteigerten Zytokinausschuttung assoziiert sind. Die hochsten Konzentrationen pro-
inflammatorischer Zytokine wurden dabei in den ersten vier Stunden nach HLM
gemessen.

Die intraoperative Hypothermie hatte dabei im Vergleich zur Operation unter
Normothermie keinen Einfluss auf die Hohe der Zytokinausschuittung. Die Hypothermie
bei kinderkardiochirurgischen Eingriffen an der HLM sollte demnach kritisch beurteilt
werden. Die Hypothermiedauer sollte so kurz wie moglich gehalten werden, um so den

postoperativen Verlauf moglichst glnstig zu beeinflussen.

62



6.Ausblick

Die Ergebnisse neuerer Studien und die zunehmend kurzere Dauer komplexer
chirurgischer Eingriffe fiihren zu einer kritischen Uberpriifung der Vor- und Nachteile der
prophylaktischen Hypothermie bei kardiochirurgischen Eingriffen im Kindesalter. Es
bleibt zu entscheiden, inwieweit sich positive und negative Effekte der induzierten
Hypothermie gegenseitig beeinflussen und wie gro3 die individuellen Risiken und
Langzeitfolgen eines solchen Eingriffes fur den Patienten sind. Weitere Studien mussen
zum Ziel haben, den Einfluss der Hypothermie auf Veranderungen intrazellularer
Signaltransduktion zu untersuchen sowie die damit assoziierte Ausschittung pro-
inflammatorischer und anti-inflammatorischer Faktoren im Hinblick auf protektive Effekte
und potentielle nachfolgende Regenerationsprozesse zu charakterisieren. Dadurch
konnte die Entwicklung einer gezielten pharmakologischen Intervention zur Reduktion
der unerwlnschten Nebenwirkungen der Hypothermie oder gar der HLM mdglich
werden. Dies ist nicht nur flr eine rasche postoperative Rekonvaleszenz von grolRer
klinischer Bedeutung, sondern moglicherweise auch im Hinblick auf die Protektion der
im Kindesalter noch in der Entwicklung befindlichen Organsysteme, und hier vor allem
der Hirnentwicklung, da neuronale Schaden im Neonatal-, Sauglings- und Kleinkindalter

weitreichende Folgen flr das spatere Leben der Patienten haben.
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Anhang 1.

Deutsches Herzzentrum Berlin
Augustenburger Platz
13353 Berlin

Elterninformation

Untersuchung zur Zytokinexpression nach Operationen unter Einsatz der Herz-
Lungen Maschine (HLM) im Neugeborenen — und Sauglingsalter

Verantwortlicher Abteilungsleiter: Prof. Dr. F. Berger  Tel.: 030/4593-2800
Studienleiterin: Dr. K. Schmitt Tel.: 030/4593-2800
Studienarzt: OA Dr. O. Miera Tel.: 030/4593-2800

Sehr geehrte Eltern,

Der/die behandelnde Arzt/Arztin Ihres Kindes hat Sie gebeten Ihre Einwilligung zur Teilnahme an der
0.9. Studie zu geben. Unsere zustandige Ethikkommission hat dieses Projekt tberprift und eine positive
Beurteilung zur Durchfiihrung der Studie abgegeben. Bitte lesen Sie die folgenden Informationen in Ruhe
durch. Sie werden anschlieBend Zeit haben, alle noch offenen Fragen zu stellen.

Auf den nachfolgenden Seiten bitten wir Sie um einige Milliliter Blut Ihres Kindes zur Untersuchung von
neuen Biomarkern im Blut Ihres Kindes.

Hintergrund und Ziele der Studie

Im Rahmen der geplanten Studie sollen vor und nach der Operation lhres Kindes bestimmte
Entziindungszeichen im Blut untersucht werden. Wahrend mancher Herzoperationen wird der Korper des
Patienten heruntergekiihlt: Der Stoffwechsel wird verringert, der Sauerstoffbedarf des Korpers und seiner
Organe sinkt. Dadurch soll nicht nur das Herz selbst wahrend der Operation geschitzt werden, sondern
auch die anderen Organe. Jedoch gibt es bisher keine untersuchten Hinweise fur Vor- oder Nachteile der
Kiihlung im Vergleich zur Operation unter normaler Temperatur (37°C). Deshalb ist ein Ziel der Studie
Effekte der Kuhlung zu untersuchen. Dazu wird die Kérpertemperatur der Patienten per Zufallsprinzip
wahrend der Operation mild gesenkt (32-35°C) oder bei 37°C belassen.

Nach Herzoperationen kommt es zu einer verstarkten Entziindungsreaktion mit den Nebenwirkungen wie
z.B. verlangerte Infektion, Fieber, Kapillar-Leck Syndrom mit Gewichtszunahme im Korper der
Patienten. In einem neuen modernen Untersuchungsverfahren soll in einem Speziallabor das Blut auf
dafiir verantwortlichen Proteinen hin untersucht werden.
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Studienablauf, zeitlicher Ablauf und Dauer der Studie

Wenn Sie Ihre Einwilligung zur Teilnahme an dieser Studie geben, werden lhrem Kind — wéhrend der
routinemaRigen Untersuchungen (insgesamt 4 x 1ml) — préoperativ, postoperativ direkt nach Ankunft auf
der Intensivstation nochmals nach 24+48h postoperativ 1ml Blut zusatzlich entnommen.

Risiken und Nutzen

Bei der hier beschriebenen Studie handelt es sich um eine Beobachtungsstudie.
Es bestehen keine durch die Studie hervorgerufenen Risiken, da lediglich Blutentnahmen im
Rahmen der Routineuntersuchungen und —Kontrollen erfolgen.

Kosten und Vergitungen

Durch die Teilnahme an dieser Studie entstehen weder lhnen noch der Klinik oder den
Krankenkassen Uber die tUblichen Behandlungskosten hinaus zusatzlich Kosten. Sie erhalten fir
die Teilnahme keine Vergltung.

Teilnahmevoraussetzungen

Die Teilnahme an der Studie ist freiwillig. Wahrend der Teilnahme an der Studie sollten Sie sich
an die Anweisungen des/der Studienarztes/-arztin halten. Sie kénnen ohne Angabe von
Grunden eine Teilnahme ablehnen oder Ihre Einwilligung jederzeit zurickziehen, ohne dass
lhnen dadurch Nachteile entstehen. Ebenso kann lhr/e Arzt/Arztin die Teilnahme an der
klinischen Studie aus Sicherheitsgriinden jederzeit beenden.

Information zum Datenschutz

Die im Rahmen dieser klinischen Studie erhobenen personenbezogenen Daten und
Gesundheits- bzw. Krankheitsdaten sowie die Ergebnisse der im Rahmen der Studienteilnahme
erfolgten Untersuchungen werden im Falle lhrer Studienteilinahme zu diesem Zweck
folgendermalen verarbeitet:

Die personlichen Daten (Name, Vorname, Geschlecht, Geburtsdatum und Adresse) werden
durch die/den Sie aufklarende/n Prifarzt/arztin erhoben und von diesem auf der
Einwilligungserklarung vermerkt. Die Einwilligungserklarung mit diesen unverschlisselten
personenbezogenen Angaben bleibt bei dem/der Studienarzt/Studienarztin. Die im Rahmen
dieser Studie erhobenen und gewonnenen Gesundheits- bzw. - Krankheitsdaten und die
Ergebnisse der klinischen Studie werden verschlisselt und in dieser Form elektronisch
gespeichert. Die Entnahme, Herauslésung, Verschlisselung, Untersuchung sowie
verschlisselten Lagerung des im Rahmen dieser Studie entnommenen Blutes flir den Zweck
der Studie erfolgt durch den/die Studienarzt/-Studienarztin.

Der Schlissel, der gebraucht wird, um diese Daten lhren persoénlichen Daten zuordnen zu
konnen, ist bei dem/der Studienarzt/Studienarztin gespeichert und nur fur diesen zugéanglich.
Die Ergebnisse der Studie werden ohne Nennung lhres Namens oder anderer Ihre Person
erkennen lassender Angaben (d.h. anonym) veréffentlicht und weitergegeben an:

- das Institut fir Laboratoriumsmedizin &  Pathobiochemie der  Charité
Augustenburger Platz 1, 13353 Berlin zur wissenschaftlichen Aufarbeitung und Auswertung der
entnommenen Blutproben

- die zustandige(n) Uberwachungsbehérde(n) (Landesamt oder Bezirksregierung),
Bundesoberbehdrde (Bundesinstitut fir Arzneimittel und Medizinprodukte, Bonn), Ethik-
Kommission und ausléandischen Behérden und europdische Datenbank zur Uberpriifung der
ordnungsgemaflien Durchfihrung der Studie, zur Bewertung von Studienergebnissen und
unerwunschter Ereignisse.

Zur Uberwachung der Studie kann ein autorisierter und zur Verschwiegenheit verpflichteter
Beauftragter des Auftraggebers, der zustdndigen inlandischen und auslédndischen
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Uberwachungs- und Zulassungsbehorden in personenbezogenen Daten Einsicht einnehmen,
soweit dies fur die Uberprifung der Studie notwendig ist. Fur diese MaRnahme ist der
Prufarzt von der arztlichen Schweigepflicht entbunden.
Die Einwilligung zur Erhebung und Verarbeitung der Angaben ist unwiderruflich. Die
Teilnahme an der Studie kann jederzeit beendet werden. Im Fall dieses Widerrufs werden die
bis zu diesem Zeitpunkt gespeicherten Daten ohne Namensnennung weiterhin verwendet,
soweit dies erforderlich ist.

Wir wiinschen lhnen und lhrem Kind alles Gute,

OA Dr. Oliver Miera und Dr. Katharina Schmitt
Klinik fir Angeborene Herzfehler/Kinderkardiologie
Deutsches Herzzentrum Berlin

Augustenburger Platz 1

13353 Berlin
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Anhang 2.

Deutsches Herzzentrum Berlin
Augustenburger Platz

13353 Berlin

Einwilligung fir Eltern / Erziehungsberechtigte

Untersuchung zur Zytokinexpression nach Operationen unter Einsatz der Herz-
Lungen Maschine (HLM) im Neugeborenen —und Sauglingsalter

Verantwortlicher Abteilungsleiter:  Prof. Dr. F. Berger Tel.: 030/4593-2800

Studienleiterin: Dr. K. Schmitt Tel.: 030/4593-

2800

Studienarzt: OA Dr. O. Miera Tel.: 030/4593-2800
Patientenaufkleber

Hiermit bestatige/n ich/wir, dass ich/wir durch Herrn/Frau Dr.

mundlich und schriftlich Gber das Wesen, die Bedeutung,
Tragweite und Risiken der wissenschaftlichen Untersuchung im Rahmen der o.g. Studie
die von der Klinik fur Angeborene Herzfehler/Kinderkardiologie des Deutschen
Herzzentrums Berlin, DHZB, durchgefuhrt wird, informiert wurde/n und ausreichend
Gelegenheit hatte/n, meine/unsere Fragen hierzu in einem Gesprach mit dem/der
Prufarzt/in  zu klaren. Ich/Wir habe/n insbesondere die mir/luns vorgelegte
Elterninformation vom 01.08.2007 verstanden und eine Ausfertigung derselben und
dieser Einwilligungserklarung erhalten. Ich/Wir befurworte/n, dass mein/unser Kind an
der o.g. Studie teilnimmt. Mir/Uns ist bekannt, dass ich/wir meine/unsere Einwilligung
jederzeit ohne Angabe von Grinden und ohne nachteilige Folgen flr mich/uns bzw.
mein/unser Kind zurickziehen und einer Erhebung und Weiterverarbeitung der Daten
meines/unseres Kindes jederzeit widersprechen kann/kénnen. Ich/Wir sind damit
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einverstanden, dass Daten, die im Rahmen der Behandlung routinemaRig erhoben
werden auch im Rahmen der Studie verwendet werden duarfen. Ich/Wir wurde/n Gber
den bestehenden Versicherungsschutz und die damit flir mich/uns verbundenen
Verpflichtungen informiert. Ich/Wir weil3/wissen, dass die Ergebnisse dieser Studie
publiziert werden.

Einwilligungserklarung zur Datenverarbeitung

Ich/Wir willige/n darin ein, dass das Deutsches Herzzentrum Berlin personenbezogene
Daten und Gesundheits- bzw. Krankheitsdaten meines/unseres Kindes im Rahmen und
zum Zweck des o.g. Forschungsvorhabens verarbeitet. Ich/Wir willige/n darin ein, dass
diese im Rahmen der o.g. Studie erhobenen Krankheitsdaten aufgezeichnet,
pseudonymisiert, pseudonym gespeichert werden.

Ich/Wir erklare/n mich/uns auch mit einer Information des/der Hausarztes/-arztin durch
den/die Studienarzt/-arztin Gber die Teilnahme an der 0.g. Studie einverstanden.

Berlin, den Uhrzeit:

Unterschriften der Eltern/der/des gesetzlichen Vertreter/s/\Vormundes/Betreuers

Name/n in Druckbuchstaben, wenn abweichend vom Namen des Studienteilnehmers

Hiermit erklare ich, den/die gesetzlichen Vertreter am uber Wesen,
Bedeutung, Tragweite und Risiken der o.g. Studie mundlich und schriftlich aufgeklart
und eine Ausfertigung der Information sowie dieser Einwilligungserklarung Ubergeben
zu haben.

Berlin, den

Unterschrift des/der aufklarenden Prifarztes/-arztin

81



Danksagung

Mein besonderer Dank gilt:

Herrn Prof. Dr. med. Felix Berger fir die Uberlassung des Themas und die uneinge-

schrankte Unterstitzung des gesamten Projektes.

Meinem Doktorvater Herrn PD Dr. med. Peter Ewert fur die Unterstitzung bei der

Erstellung dieser Arbeit und deren redaktionellen Uberarbeitung.

Frau Dr. med. Katharina Schmitt und Herrn OA Dr.med. Oliver Miera fir ihre erst-
klassige fachliche Betreuung und ihre grof3e Unterstlitzung wahrend Vorbereitung und

Durchfihrung der Studie und insbesondere bei der Erstellung dieser Arbeit.

Frau Dr. Nicole Schneiderhan (Projekt-Leiterin) und Frau Stefanie Rimmel aus dem
Naturwissenschaftlichen und Medizinischen Institut an der Universitat Tubingen fur die
Kooperation und Hilfsbereitschaft bei der Bestimmung der Zytokine, die fir diese Arbeit

verwendet wurden.

Meiner gesamten Familie fUr ihre uneingeschrankte Unterstlitzung im Rahmen dieser
Arbeit.

Zum Schluss geht noch ein besonderer Dank an Frau Ulla Widmer-Rockstroh fur ihre

Unterstitzung und Aufmunterung in nicht immer einfachen Lebenssituationen

82



Erklarung
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