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‘Problembereich

Intrakardiale Eingriffe bei Kindern mit angeborenen oder erworbenen Herzfehlern erfordern
den Einsatz des extrakorporalen Kreislaufs. Dieser stellt ein unphysiologisches Verfahren dar,
das eine akute systemische entziindliche Reaktion hervorruft. Die unkontrollierte, durch den
extrakorporalen Kreiskauf bedingte entziindliche Reaktion manifestiert sich in den ersten
postoperativen Stunden durch ein komplexes Krankheitsbild, das Fieber und Dysfunktion
verschiedener Organsysteme einschliefit. Trotz stindiger Verbesserung der herzchirurgischen
und intensivmedizinischen Behandlungsméglichkeiten belastet sie weiterhin den
postoperativen Verlauf.

Die Kontrolle bzw. die Verhinderung der durch den extrakorporalen Kreislauf bedingten
entziindlichen Reaktion mit dem Ziel der Senkung der Komplikationsrate nach Herzchirurgie
beschiftigt heute mehrere Arbeitsgruppen. Derartige therapeutische bzw. prophylaktische
Ansitze erfordern ein besseres Verstindnis der Mechanismen, die die komplexe entziindliche
Reaktion wihrend des extrakorporalen Kreislaufs steuern.

Unsere Arbeit soll zur Kl4rung der Pathophysiologie der durch den extrakorporalen Kreislauf
bedingten entziindlichen Reaktion bei Kindern beitragen und Ansétze zu ihrer Kontrolle

iiberpriifen.
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1. Einleitung

1.1 Der extrakorporale Kreislauf

Der extrakorporale Kreislauf (EKK) ermoglicht die Aufrechterhalung der Koérperperfusion
und der Krperoxygenierung wihrend herzchirurgischer Operationen, die mit einem -
intrakardialen Eingriff verbunden sind. Sein Einsatz ist daher in der Kinderherzchirurgie
unvermeidbar.

AuBer der systemischen entziindlichen Reaktion, mit welcher unsere Arbeit sich
beschiftigt hat, induziert der EKK eine ausgeprigte und komplexe Reaktion des
Organismus, an der alle Organsysteme beteiligt sind. Diese Reaktion entsteht durch die
unphysiologischen Extrembedingungen, die den EKK charakterisieren, zu denen
AusschiuB der Lungenperfusion, abnorme FluB- und Temperaturverhaltnisse, Ischimie,
Reperfusion, Kontakt zwischen Blut und Fremdkérperoberfléichen, mechanische
Verletzung der Blutelemente und pharmakologische Interventionen gehoren.

1.1.1 Historische Aspekte

Die erste Herzoperation mit erfolgreicher Applikation des EKK unter Anwendung eines
Pumpenoxygenators wurde 1953 bei einer erwachsenen Patientin mit Vorhofseptumdefekt
durchgefiihrt (77). Im selben Jahre operierte Liliehei mit Erfolg das erste Kind unter
Einsatz einer Kreuz-Zirkulation zwischen dem Patienten und einem seiner Eltern zur
Kreislaufunterstiitzung und -oxygenierung wihrend der Herzoperation (117). Ab 1955
wurde auf die Kreuz-Zirkulation zugunsten des EKK mit Einsatz von Oxygenatoren
neuerer Generation (“ bubble ”-Oxygenatoren) grundsétzlich verzichtet (104).

Einen wesentlichen Schritt in der Entwicklung der Chirurgie kongenitaler Herzfehler
bedeutete die Einflihrung der KSrperhypothermie durch Oberflichenabkithlung, die 1950
erstmalig in Tierexperimenten beschricben wurde (18) und 1953 beim VerschluB eines
Vorhofseptumdefektes ihre erste klinische Anwendung fand (114), oder durch Abkiihlung
des zitkulierenden Blutes mittels Wirmeaustauschers (154). Indem die Hypothermie eine
FluBreduktion wiihrend des EKK bzw. einen totaten Kreislaufstillstand (192) mit einem
blutfreien Zugang zu den intrakardialen Strukturen ermdglichte, konnten nunmehr bei
Kleinkindern und Séuglingen und schlieflich auch bei Neugeborenen korrigierende
Herzoperationen durchgeflihrt werden.

Das Prinzip des EKK hat sich in den letzten 20 Jahren nicht wesentlich gedndert. Die



Biokompatibilitit der Oberflichen ist verbessert worden, Oxygenatoren sind fiir Kinder,
Sauglinge und Neugeborene verkleinert worden, und Verfahren wie die Ultrafiltration
werden ergiinzend durchgefiihrt (57). Dagegen sind im selben Zeitraum erhebliche
Fortschritte im Verstindnis der in seiner Pionierzeit noch unbekannten Pathophysiologie
des EKK gemacht worden, die zu einer wesentlichen Verbesserung der perioperativen

Behandlung von am Herzen operierten Kindern gefithrt haben.

1.1.2 Spezifische Aspekte des EKK bei Kindern

Beim Erwachsenen kénnen die meisten herzchirurgischen Eingriffe unter normalen
FluBbedingungen (2,2 bis 2,7 /min. m?) durchgefithrt werden. Beim Kind hingegen ist es
haufig notwendig, den FluBlindex und daher die Korpertemperatur wihrend des EKK fiir
eine Kiirzere oder lédngere Zeit zu senken, um das Operationsfeld méglichst blutfrei zu
stellen. Die Korrektur mancher intrakardialer MiBbildungen wie komplexe Anomalien der

Aorta oder totale Lungenvenenfehleinmiindungen benétigt einen totalen
Kreislaufstillstand.

FluBindex, FluBprofil und Temperatur des Perfusats

Aus den oben erwiihnten technischen Griinden neigen die meisten Institutionen dazu, den
chirurgischen Eingriff bei Kindem unter reduzierten FluBbedingungen und unter
Hypothermie vorzunchmen. Unter Temperaturen von 22 bis 25°C kann der FluB, einer

“ low-flow ” Perfusion entsprechend, auf 25% des errechneten vollen Flusses reduziert
werden. Das Perfusat und schlieflich der Patient selbst werden mit Hilfe eines
Wiirmeaustauschers abgekiihlt und wiedererwéirmt. Dabei entsteht obligatorisch zwischen
dem Perfusat und den Geweben ein Temperaturgradient, der besonders beim Abkiihlen
wegen der Gasemboliegefahr méglichst gering gehalten werden sollte. Die Gehirn- und
Kerntemperatur werden durch die nasopharyngeale bzw. die rektaleTemperatur geschiitzt.
Die zur Beforderung des Perfusats in das Herzlungenmaschinensystem am h#ufigsten
angewandten Pumpen induzieren einen nicht-pulsatilen Flufl. Theoretisch betrachtet sollte
der pulsatile Flufl dem nicht-pulsatilen FluB} tiberlegen sein, zumal er im Tierexperiment
mit einer besseren Organperfusion assoziiert ist (74). Die klinische Relevanz der

theoretischen Vorteile des pulsatilen Flusses ist jedoch nicht geklért (90).




Tiefe Hypothermie und totaler Kreislaufstillstand

Das Konzept des kontrollierten Kreislaufstillstandes (KSS) in der Herzchirurgie basiert auf
experimentellen Daten, die besagen, daB ein KSS wihrend einer bestimmten Dauer, die
mit der KSrpertemperatur umgekehrt korreliert, flir den Organismus gefahrlos
durchgefiihrt werden kann. Dies setzt voraus, dafl die Hypothermie selbst unschiidlich ist,
und daB die metabolische Aktivitit der verschiedenen Organe in einem derartigen MaBe
reduziert wird, daB die zur Verflgung stehenden Energiereserven das Uberleben der Zellen
fur die Dauer des KSS garantieren. Eine normale Zellstruktur und -funktion nach
Beendigung des KSS sollte also gegeben sein (103).

Neben der Herabsetzung des Metabolismus verursacht die Hypothermie eine
Verminderung der Zellmembranfluiditéit (111), die die Zellmotilitit und -adhérenz
beeintréichtigt.

Die genaue, fiir Gehirn, Niere und Leber des Kindes mit Sicherheit unschiidliche Dauer des
KSS wihrend Herzoperationen ist nicht bekannt. Jedoch wird aufgrund von
experimentellen Daten angenommen, daB eine KSS-Zeit von 45 Minuten unter tiefer

Hypothermie keine wesentlichen Schiden verursacht (103).

Myokardprotektion

Eingriffe, die zur Beseitigung von intrakardialen MiBbildungen notwendig sind, gehen mit
einer zeitlich begrenzten Myokardischiimie einher. Die Reduktion des energetischen
Bedarfs der Myokardzellen wihrend der Authebung der Koronarperfusion wird durch die
Kiihlung des Myokards und die intrakoronare Perfusion einer sogenannten
Kardioplegieldsung, die die elektrische Aktivitéit der Myozyten vollstindig unterdriickt,
erreicht. Die Problematik der Myokardprotektion bei Kindern wird an anderer Stelle
ausfiihrlich diskutiert (38).

Fiillvolumen der Herzlungenmaschine

Das Fiillvolumen des Herzlungenmaschinensystems ist vom Patientengewicht und vom
benutzten Oxygenator abhéingig. Es besteht aus einer Kristalloidlosung oder einem
Plasmaexpander und, wenn nétig, aus Voliblut oder Erythrozytenkonzentrat, um wiihrend
des EKK den angestrebten Hiimatokritwert zu erreichen. Dieser Wert hiingt wiederum
vom FluB- und Temperaturregime wihrend des EKK ab. Die optimale Zusammensetzung
des Fiillvolumens bei Kindern und Neugeborenen bleibt umstritten (56).



Oxygenatoren

Die zur Zeit bei Kindern am h#ufigsten verwandten Oxygenatoren sind mikropordse
Membranoxygenatoren, deren variable Austauschoberfléche (0,34 bis 0,65 mzr aus
Polypropylen besteht. Membranoxygenatoren, die fiir Kinder konzipiert werden, bieten im
Vergleich zu den fiir Erwachsene hergestellten Systemen reduzierte Fiillvolumina an.
Jedoch bleibt das Fiillvolumen des gesamten Systems einschlieBlich des langen
Schiauchsystems im Verhiltnis zum Blutvolumen eines Siuglings bzw. eines
Neugeborenen ausgesprochen groB, sodaB eine Verdiinnung des Patientenblutes in jedem

Fall unvermeidbar ist.

1.2 EKK und systemische entziindliche Reaktion

1.2.1 Die systemische entziindliche Reaktion

Die systemische entziindliche Reaktion ist ein hom&ostatischer ProzeB, der aus
spezifischen physiologischen Reaktionen besteht, die bei immunologischen oder
neoplastischen Erkrankungen, Trauma, Verbrennungen oder Infektionen die Integritét des
Organismus sichern sollen. Die Frithphase dieser entziindlichen Reaktion wird als Akut-
Phase-Reaktion (APR) bezeichnet. Sie ist selbstlimitierend und dauert in der Regel 24 bis
48 Stunden (13). Sollte der Stimulus persistieren oder sollten die Kontrollmechanismen
der APR iiberfordert werden, beginnt die chronische Phase der systemischen Entziindung.
Wenn die Entziindungsreaktion primir unkontrolliert verlduft, so kann es zum Verlust der
Homdostase des Organismus mit einer Beeintréichtigung simtlicher Organsysteme
kommen.

Die initiale Phase der APR ist durch die Freisetzung von Entziindungsmediatoren
charakterisiert, die durch ihre chemotaktischen Eigenschaften Monozyten und
Makrophagen aktivieren und die APR-Kaskade in Gang setzen. Aktivierte Monozyten und
Makrophagen synthetisieren u.a. Zytokine (Tumor Nekrose Faktor-o., Interleukin-1), die
wiederum eine Leukozytenaktivierung mit sekundérer Freisetzung von chemotaktischen
Faktoren (z.B. Interleukin-8) induzieren. Letzere sind fiir die Rekrutierung von
Leukozyten verantwortlich. Das Endothel ist von diesem Entziindungsprozef}
mitbetroffen: Endothelzellen werden von Entziindungsmediatoren dazu veranlafit,
Adhisionsmolekiile an ihrer Oberfliche zu exprimieren, welche wiederum Interaktionen
zwischen Endothelzellen und zirkulierenden Leukozyten und Thrombozyten erméglichen.
Die durch Entziindungsmediatoren vermittelte Vasodilatation und Endothelzellkontraktion



mit “ Gap ”-Bildung und Kapillarleck, die zum interstitiellen Odem fithren, sind konstante
Befunde der APR. Fieber und Synthese von Akut-Phase-Proteinen sind weitere APR-
Merkmale.

Das Fieber entsteht durch die Erhéhung des thermostatischen * Sollwertes ” der
Korpertemperatur im Hypothalamus, die durch die Zytokin- (Tumor Nekrose Faktor-c,
Interleukin-1 und Interleukin-6)-vermittelte Prostaglandin-E, Synthese bedingt ist (150).
Interleukin-1 und Interleukin-6 stimulieren ebenfalls die adrenohypophysire Achse und
schlieBlich die Synthese des adrenocorticotropen Hormons und des Cortisols. Da
Glucokortikoide die Synthese von Tumor Nekrose Faktor-o, Interleukin-1 und Interleukin-
6 hemmen, entsteht hier eine negative Riickkopplung.

Die Synthese von Akut-Phase-Proteinen kennzeichnet die hepatische Phase der APR.
Interleukin-6 ist der Hauptregulator der meisten Akut-Phase-Protein-Gene und induziert
die hepatische Synthese des gesamten Spektrums an Akut-Phase-Proteinen (z.B. C-
reaktives Protein, Fibrinogen, Haptoglobin, Komplementproteine). Es inhibiert dagegen
die Synthese von Prialbumin, Albumin und Transferrin. Glucokortikoide potenzieren die
Interleukin-1 und Interleukin-6 vermittelte Akut-Phase-Protein-Synthese (87).

Die Mechanismen, die die APR beenden, sind nicht volistéindig geklédrt. Die negative
Riickkopplung, die wahrend der APR durch die Glucokortikoidproduktion entsteht, stellt,
indem sie die Synthese der meisten pro-inflammatorischen Zytokinen inhibiert, einen
wesentlichen Kontrollmechanismus der APR dar. Natiirliche Zytokinantagonisten, wie der
Interleukin-1-Rezeptor-Antagonist oder der 18sliche Tumor Nekrose Faktor-Rezeptor, sind
potentielle Regulatoren der APR. Anti-inflammatorische Zytokine wie Interleukin-4 und
Interleukin-10 sind méglicherweise ebenfalis an der Beendigung der APR beteiligt (13).
Abbildung 1.1 zeigt eine schematische Zusammenfassung der APR-Mechanismen.
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Abbildung 1.1. Schematische Darstellung des Ablaufs der Akut-Phase-Reaktion (13,87).

IL: Interleukin; O, freie Sauerstoffradikale; PAF: “ platelet activating factor ”; TNFo:: Tumor Nekrose
Faktor-oi; ZNS: zentrales Nervensystem. Die durchgezeichneter Linien stellen einen positiven Effekt und
die unterbrochenen Linien einen negativen Effekt dar.

1.2.2 EKK und Komplementsystem

1.2.2.1 Das Komplementsystem

Das Komplemensystem besteht aus mindestens 20 plasmatischen Proteinen und 10
Membranproteinen. Letztere, die sich an der Oberfléche von inflammatorischen und
immunkompetenten Zellen befinden, besitzen den aktivierten Komplementproteinen

gegeniiber eine Ligandenspezifitit. Regulatorische Membranproteine schiitzen



inflammatorische und immunkompetente Zellen vor unkontrollierten
Komplementreaktionen.

Das Komplementsystem ist in zwei Aktivierungswegen (klassischer und alternativer
Aktivierungsweg) und in einem gemeinsamen Weg, der zur Bildung des Membran Attack-
Komplexes fithrt, organisiert (Abbildung 1.2).

Nomenklatur

Die Komponenten des kiassischen Aktivierungsweges werden mit einem C und einer Zahl
bezeichnet (die vier ersten Komponenten sind C1, C4, C2 und C3). Die Komponenten des
alternativen Aktivierungsweges werden mit Buchstaben beschrieben (Faktoren B, P und
D). Spaltprodukte der Komplementproteine werden mit einem kleinen Buchstaben (z.B.
C3a, C3b und C3d) und aktivierte Komponenten mit einem waagerechten Strich
gekennzeichnet. Inaktivierte Komponenten folgen einem i (z.B. iC3b). Die C3-
Rezeptoren sind CR1, CR2, CR3 und CR4. Sie werden wie andere Membranproteine mit
regulatorischen Eigenschaften beziiglich der Komplementaktivitit auch nach der CD-
Nomenklatur eingeteilt (z.B. CR3 wird als CD11/CD18 bezeichnet).

Der alternative Aktivierungsweg

Der alternative Aktivierungsweg wird u.a. durch Polysaccharide, Pilze, Hefefragmente
(Zymosan), Zellaggregate und Immunglobuline in Gang gesetzt. Die Initiation der
Aktivierung héingt von der Hydrolyse eines C3-Proteins ab, die zur Bildung eines C3b-
ghnlichen Molekiils (C3-H,0) oder zur Spaltung von kleinen Mengen des C3 in C3a und
C3b fithrt. C3b bindet den Faktor B und wandelt sich in die C3-Konvertase (C3b-Bb) um.
Faktor D spaltet den fixierten Faktor B in Ba und Bb. Faktor P stabilisiert die C3-
Konvertase und verzégert ihren Abbau. Dagegen inaktivieren Faktor H, Faktor I, CR1 und
der “ decay accelerating factor ” (DAF) das Enzym.

Die C3-Konvertase des alternativen Aktivierungsweges spaltet C3, das Schliisselelement
des Komplementsystems, in C3a und C3b. C3b bindet die C3-Konvertase und wird in die
C5-Konvertase des alternativen Aktivierungsweges umgewandelt. Die C3b-abhéingige
positive Riickkopplung fihrt zu einer Verstirkung des alternativen Aktivierungsweges.

Der Kklassische Aktivierungsweg

Der klassische Aktivierungsweg ruft eine spezifische immunologische Reaktion hervor

und wird bis auf einige Ausnahmen durch Antigen-Antikérper-Komplexe in Gang gesetzt.



Im Gegensatz zum alternativen Aktivierungsweg wird der klassische Aktivierungsweg
nicht spontan initiiert. Seine Aktivierung fithrt zur Bindung von Immunglobulinen an die
C1-Subkomponente C1q und zur Aktivierung von Clr und Cls. Cls, auch als Cl1-Esterase
bekannt, spaltet C4 in C4a und C4b. C1-Esterase spaltet ebenfalls C2 in C2a und C2b.
C4b und C2a bilden zusammen C4b2a, die C3-Konvertase des klassischen
Aktivierungweges. Letztere zeigt die gleichen Eigenschaften wie die C3-Konvertase des
alternativen Aktivierungsweges. Die Frithphase der Aktivierung des klassischen
Aktivierungweges wird durch den C1-Esterase-Inhibitor kontrolliert.

Der klassische Aktivierungweg kann unabh#ingig von Antikérpern aktiviert werden.
Heparin und Protamin bilden Komplexe, die den klassischen Aktivierungsweg in Gang

setzen. Das C-reaktive Protein hat in dieser Beziehung &hnliche Eigenschaften.

Der gemeinsame Aktivierungsweg des Membran-Attack-Komplexes

Die C3-Konvertasen des alternativen und klassischen Aktivierungsweges (C3bBb bzw.
C4b2a) wandeln sich nach der Aufnahme eines C3b in C5-Konvertasen um. C5 wird in
C5a und C5b gespalten. C5b bindet C6 und bildet C5b6. In diesen Komplex kénnen C7,
C8 und C9 aufgenommen werden. Damit ist der Membran-Attack-Komplex (Synonym:
lytischer Komplex, terminaler Komplex) C5b6,7,8,9 (C5b-9) gebildet.

Der Membran-Attack-Komplex ist ein stabiles Makromolekiil, das sich an der Lipidschicht
der Zellmembran fixiert und fransmembranire Kanile bildet, die einen bidirektionalen
FluB von Elektrolyten und Makromolekiilen und schlieflich die Zytolyse erméglichen.
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Abbildung 1.2. Schematische Darstellung der Aktivierung des Komplementsystems iiber
beide Aktivierungswege (191). Die Komplementproteine sind im Text erliutert.
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EinfluB von Medikamenten auf das Komplementsystem

Die Aktivierung des Komplementsystems wird auer von Heparin-Protamin-Komplexen
auch durch weitere Pharmaka beeinflufit. Der Serinprotease-Inhibitor Aprotinin erhoht die
himolytische Aktivitit des Komplementsystems und inhibiert den C1-Esterase-Inhibitor.
Heparin und Glucokortikoide inhibieren dagegen die Bildung der C3-Konvertase (187).

Biologische Aktivitiit der Komplementproteine

Die Komplementfragmente C3a, C4a und C5a haben eine anaphylatoxische Aktivitit, die
durch Basophilen- und Mastzellendegranulierung charakteristert ist. C5a ist ein sehr
potenter chemotaktischer Faktor. C5a bindet spezifische Leukozytenrezeptoren, verindert
die Neutrophilen- und Monozytenaktivitit und induziert eine Zunahme der Zelladhéirenz.
Er induziert die Leukozytendegranulierung und die Freisetzung von proteolytischen
Enzymen.

EinfluB des Alters auf die Aktivitit des Komplementsystems

Neugeborene haben eine subnormale Aktivitit des Komplementsystems mit einem
strukturell abnormen C3 (202). Ihre Leukozyten zeigen nach Stimulation eine relative

Defizienz in der Membranexpression von CR3 (CD11/CD18), dem Hauptadhésionsprotein
(15, 27).

1.2.2.2 Komplementaktivierung und EKK

Durch den Kontakt zwischen Blut und kiinstlichen Oberflachen wihrend des EKK wird
der alternative Aktivierungsweg in Gang gesetzt. Zahlreiche Arbeiten haben bewiesen,
dafB} wihrend des EKK eine signifikante Komplementaktivierung mit C3-Konversion, C5a-
Freisetzung und Bildung des Membran-Attack-Komplexes stattfindet (40, 85,102). Eine
Aktivierung des klassischen Aktivierungsweges mit C4a-Freisetzung wird in der Regel am
Ende des EKK nach Protamingabe beobachtet (101). Interventionen wie das Abkiihlen
(130) und das Beschichten des Herzlungenmaschinen-Systems mit Heparin (136)
reduzieren méglicherweise das AusmaB der Komplementaktivierung, wihrend die Gabe
von Glucokortikoiden keinen signifikanten EinfluB hat (68, 93, 177). Dagegen induziert
der aspezifische Protease-Inhibitor Aprotinin eine signifikante Komplementaktivierung,

wenn er bei Erwachsenen wihrend des EKK zur Blutungsreduktion verabreicht wird (19).

L
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1.2.3 EKK und Zellaktivierung

1.23.1  Zellaktivierung und zelluliire Degranulierungsprodukte

Wesentlich fiir die Propagationsphase der systemischen Entziindungsreaktion ist die
Leukozytenaktivierung, die unter komplexen Kontrollmechanismen steht.

Leukozyten werden von einem Entziindungsstimutus dazu angeregt, intrazelluliire
Mediatoren zu bilden und freizusetzen (i44).

Neutrophile, Monozyten und Basophile haben an ihrer Oberfldche spezifische Rezeptoren
fiir Komplementproteine (z.B. CR3 bzw. CD11/CD18, C5a-Rezeptor) (96,115) und fiir
Zytokine (Tumor Nekrose Faktor-a., Interleukin-1, Interleukin-6, Interleukin-8) (118), die
ihnen ein Aktivierungssignal vermitteln.

Aktivierte Leukozyten setzen entweder priformierte Produkte frei oder Substanzen, die
akut bei der Zellaktivierung gebildet werden. Neutrophile enthalten zwei unterschiedliche
Typen von sekretorischen Granula: primére (azurophile) und sekundére (spezifische)
(155,193), wobei tertire und quaterniire Granula ebenfalls beschrieben worden sind (155).
Die Proteine, die sich in den priméren Granula befinden, sind zum groBen Teil
Myeloperoxidase, Elastase, Kathepsin-G, Lysozym und unspezifische Kollagenase.
Sekundire Granula enthalten Laktoferrin, spezifische Kollagenase und Lysozym.

Freie O,-Radikale sind Beispiele fiir akut gebildete Neutrophilen-Sekretionsprodukte.
Eosinophile mit Freisetzung u.a. des eosinophil-cationischen Proteins (184), Basophile und
Mastzellen mit Freisetzung von Histamin und Prostaglandin-D, (153) sind ebenfalls an der
systemischen Entziindungsreaktion beteiligt. Histamin weist einen wichtigen
immunmodulatorischen Effekt mit Kontrolle der Zytokinsynthese auf (62, 97).

Glucokortikoide inhibieren die Synthese von Entziindungsmediatoren wie z.B. Elastase,
Histamin, eosinophil-cationisches Protein und Ecosanoide (138,151).

1.2.3.2 EKX und Leukozytenaktivierung

Patienten, die mit Hilfe des EKK operiert werden, zeigen eine Leukopenie, die auf eine
intrapulmonale Leukozytensequestrierung zuriickgefiihrt wird (40, 85). Letztere ist sowohl
durch die Komplementaktivierung bedingt als auch von den reduzierten Flubedingungen
wihrend des EKK abhingig (143). Die sekundiire Leukozytose mit Neutrophilie am Ende
der Operation tritt erst nach Anstieg der Patiententemperatur auf iiber 36°C auf (143).

Im Zusammenhang mit dem EKK wurde eine signifikante Freisetzung von Laktoferrin
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(188), Leukozytenelastase (7, 198), Myeloperoxidase (64), eosinophil-cationischem
Protein (134) Histamin (122) und freien O,-Radikalen (39,139, 148) beschrieben. Die
Produktion von freien O-Radikalen scheint mit dem Ausmaf} der Komplementaktivierung

zu korrelieren (39).
1.2.4 EKK und Leukozyten-Endothelzellen-Interaktionen

1.2.4.1 Leukozyten-Endothelzellen-Interaktionen

Die Interaktionen zwischen Leukozyten und Endothelzellen spielen bei der akuten
Entziindung eine wesentliche Rolle. Nach der Attraktion am Ort der Entziindung durch
chemotaktische Substanzen treten Leukozyten aus dem intravaskuldren in den
extravaskuliiren Raum ein. Adh#sionmolekiile sind Strukturen, die an der
Zellmembranoberfliche exprimiert sind (144). Sie sind fiir die Erkennung von Zellen und
deren Befestigung an anderen Zellen, Membranen oder sogar synthetischen Oberflichen
verantwortlich. Die Befestigung an Oberflichenrezeptoren ist ein Geschehen, das ein
Signal zum Zellnukleus weiterleitet und den Zellphinotyp, die Zellmotilitit, die

Genexpression oder den Entziindungsstatus einer Zelle veréindern wird.

Die Adhisionsmolekiile

Adhisionsmolekiile gehren zu den Familien der Integrine, Immungiobuline, Selektine,
Carbohydrate und Phospholipide. Ihre Expression wird von chemotaktischen Substanzen
bzw. Zytokinen erhoht (3,4). Der Komplementrezeptor 3 (CR3 oder CD11b/CD18), ein
Integrin, das wihrend der systemischen entziindlichen Reaktion exprimiert wird, spielt

moglicherweise im Ischémie-Reperfusionsschaden eine relevante Rolle (105).

Funktionelle Aspekte der Leukozyten-Endothelzellen-Interaktionen

Die transendotheliale Migration der Leukozyten findet hauptséchlich in den postkapilliren
Venolen statt. Der ProzeB der Leukozytenemigration beginnt mit der Verlangsamung der
Zellgeschwindigkeit und dem Rollen der Zellen an der Endotheloberfliche. Aktivierende
Faktoren wie Interleukin-8, die sich an der GefiiBwand befinden (3,169), stimulieren
Adhiisionsmolekiile, die nur dann effektiv werden. Nach fester Adhésion, die von
Leukozyten-Integrinen abhiingt, die den Gegenrezeptor der Endothelzellen fixieren (z.B.
CD11b/CD18), migrieren die Leukozyten unter dem EinfluBl von promigratorischen
Faktoren in das Gewebe.
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1.2.4.2 EKXK und Leukozyten-Endothelzellen-Interaktionen

Eine signifikante CD11/CD18-Expression findet sowohl in einem Modeli des simulierten
EKX (127) als auch bei operierten Patienten statt (65,146). Die Expression von CDl11b,
die withrend des EKK stattfindet, wird von Glucokortikoiden inhibiert (91).

1.2.5 EKK und Zytokinsynthese

1.2.5.1 Zytokine

Zytokine sind regulatorische Peptide, die praktisch von allen Kernzellen synthetisiert
werden konnen. Sie haben eine pleiotropische regulatorische Wirkung, hauptséichlich auf
hiimatopoetische Zellen, aber auch auf viele andere Zelltypen. In der Regel sind sie in den
Zellen nicht konstitutiv enthalten, sondern bendtigen fiir ihre Synthese einen Stimulus, der
sie reguliert. Thr Wirkungsmodus ist mannigfaltig, sodaB sie autokrine, parakrine oder
endokrine Eigenschaften besitzen. Sie binden hochspezifische Rezeptoren und ibr Effekt
besteht in der Regel aus einer Genexpressionsverdnderung in der Zielzelle. Zytokine
interagieren in vivo in einem komplexen Netzwerk, das durch synergistische und

antagonistische Wirkungen kontrolliert wird (186).

-Tumor Nekrose Faktor-o (TNFo)

TNFa ist ein Zytokin, das hauptsichlich von Monozyten, Makrophagen und Neutrophilen
als Reaktion auf infektiése oder immunologische Stimuli gebildet wird (35,121). Gram-
negative bakterielle Lipopolysaccharide sind potente Stimuli fir die TNFo-Synthese (121).
In vitro wird die TNFo-Synthese nach Wérmestress (40°C) inhibiert (60). TNFot-
Rezeptoren befinden sich an der Oberfléche fast aller Zelltypen des Organismus, was seine
ubiquitiire Wirkung erklart. TNFo hat chemotaktische Eigenschaften fiir Neutrophile
(118), induziert die Synthese von Adhésionsmolekiilen (121) und tréigt zur Zellrekrutierung
wiihrend der systemischen entziindlichen Reaktion bei. In Anwesenheit von TNFa setzen
Neutrophile freie O,-Radikale frei und degranulieren (121). TNFo. verdndert die
mikrovaskulire Permeabilitit durch seinen Neutrophilen-aktivierenden Effekt (23). Es hat
ebenfalls eine direkte Wirkung auf die Endothelzellenkontraktion durch Depolymerisation
der Aktinfasern (23,33). Der TNFo-Effekt auf die Gefafipermeabilitit wird durch
synergistische Wirkungen mit anderen Zytokinen verstérkt (147).
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TNFa ist ein Induktor der intrahepatischen Synthese des. Komplementproteins C3 und von
Faktor B (42).

- Interleukin-1 (IL1)

IL1 ist ebenfalls ein Zytokin, das von einer Grofizahl von Zellen, hauptséchlich von
Monozyten und Makrophagen synthetisiert wird. Stimuli fiir die IL.1-Synthese sind u.a.
Endotoxin, Staphylokokken- und Streptokokkenexotoxine, Komplementproteine,
Thrombin und andere Zytokine (51). IL1 ist ein Mediator der APR und induziert die
Synthese von Adhésionsmolekiilen und von in Neutrophilen-Granula gespeicherten
Mediatoren (52). Es hat eine prokoagulative Wirkung auf das Endothel und erhéht die
Gefliflpermeabilitit, wobei letzteres durch TNFa. potenziert wird. IL1 ist ein Induktor der
intrahepatischen Synthese der Komplementproteine C3 und Faktor B (42).

~ Interleukin-6 (IL6)

IL6 wird von einer Grofizahl von Zelltypen synthetisiert, hauptséchlich jedoch von
Monozyten und Makrophagen. Stimuli fiir seine Synthese sind u.a. Endotoxin, T-Zellen-
Mitogene und Zytokine wie TNFa und IL1 (92). IL6 weist anti-inflammatorische
Eigenschaften auf, indem es die Synthese des IL1-Rezeptor-Antagonisten und des
loslichen TNF-Rezeptors induziert (178). IL6 ist der Hauptregulator der APR (87).

- Interleukin-8 (ILS8)

IL8 wurde als neutrophilenaktivierendes Protein bezeichnet. Es wird u.a. von Monozyten,
Neutrophilen, Fibroblasten und Endothelzellen synthetisiert. Stimuli fiir seine Synthese
sind Endotoxin, Staphylokokken-Enterotoxin, Komplementanaphylatoxin C5a, IL1 und
TNFa (181). In einem Modell der Ischdmie-Reperfusion wurde gezeigt, daB die IL8-
Synthese durch die Kombination von Anoxie-Hyperoxie stimuliert wird (126).

IL8 bindet spezifische Rezeptoren und induziert die Migration von Neutrophilen durch
Chemotaxis. Es stimuliert die Synthese und Freisetzung von
Neutrophilendegranulierungsprodukten (u.a. Elastase, Myeloperoxidase) sowie von freien
0O,-Radikalen. IL8 scheint Eosinophile und Monozyten nicht zu aktivieren (181). Es
induziert die Expression von Adhisionsmolekiilen (CR1, CD11/CD18) (118) und tréigt
damit zur Entstehung der erh6hten mikrovaskuldren Permeabilitét und von

Neutrophileninfiltrationen im entziindeten Gewebe bei.
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-Interleukin-10 (IL10)

IL10 ist ein anti-inflammatorisches Zytokin, das Monczyten und Makrophagen inaktiviert
(45,145). Es wird u.a. in Lymphozyten, Monozyten, Mastzellen und Keratinozyten
synthetisiert. Stimuli filr seine Produktion sind Endotoxin und TNF (182,190). IL10
inhibiert in vitro die Synthese von TNFa, IL1, IL6 und IL.8 (36). Es stimuliert die
Synthese des IL1-Rezeptor-Antagonisten (37) und inhibiert die Expression von
Adhisionsmolekiilen (132). IL10 wird bei septischen Zustéinden von Erwachsenen (123)
und Kindern (48) in groBen Mengen freigesetzt. Im Tiermodell des Endotoxin-Schocks
wird die Mortalitét durch IL10 reduziert (76).

1.2.5.2 EKK und Zytokinsynthese

Eine signifikante TNFo-Produktion wihrend des EKK wird von unterschiedlichen
Autoren beobachtet (34) oder auch nicht beobachtet (29,67). Dagegen sind die Befunde
beziiglich der IL1-, IL6- und IL8-Produktion withrend Herzoperationen einheitlich. IL1 ist
im Monozyteniysat von erwachsenen Patienten nachgewiesen worden, seine Produktion
folgte dem Gipfel der Komplementanaphylatoxine (83). Erhoéhte IL8- und IL6-
Konzentrationen am Ende des EKK wurden ebenfalls beobachtet (67,69,88) und
korrelierten mit der Dauer der Myokardischiimie (88). Wie fiir IL1 beobachtet, folgt der
Gipfel der Zytokine dem Gipfel der Komplementanaphylatoxine und des Membran-
Attack-Komplexes (173). Auch das anti-inflammatorische IL10 wurde in signifikant
erhchten Mengen am Ende des EKK nachgewiesen (175).

Glucokortikoide inhibieren die perioperative TNFo-, IL6- und IL8-Synthese (95) (98) und
induzieren eine signifikante Zunahme der perioperativen IL.10-Produktion (175).

1.3 Klinische Manifestationen der EKK-bedingten systemischen
entziindlichen Reaktion

Die durch den EKX induzierte systemische entziindliche Reaktion stellt eine mégliche
pathophysiologische Grundlage fiir intra- und postoperative Organdysfunktionen dar.

1.3.1 Herz-Kreislauf-Insuffizienz

1.3.1.1 Myokarddysfunktion

Eine Myokarddysfunktion entsteht peri- und postoperativ durch die Verinderung des
systemischen und pulmonalen Gefifwiderstandes und durch entziindungsbedingte
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myokardiale Lisionen. Die Freisetzung von vasoaktiven Substanzen wie Histamin,
Bradykinin und Epinephrin, die eingeschréinkte biologische Aktivitit von vasoaktiven
Mediatoren wie das atrial natriuretische Peptid und die exogene Gabe von Katecholaminen
beeintrachtigen wihrend und nach dem EKK die normale Kontrolle des vaskuléren Tonus
(54,157). Der Abfall des systemischen arteriellen Widerstandes, der gelegentlich der.
Reinstitution der Myokardperfusion folgt, wurde auf freigesetzte
Leukozytendegranulationsprodukte zuriickgefiihrt (50). Kiirzlich wurden im Tiermodell
postoperative Neutrophileninfiltrationen und leichte strukturelle Myokardanomalien in
beiden Ventrikeln festgestellt, als Hinweis darauf, daB das Myokard in den perioperativen
Entziindungsprozef einbezogen ist (55).

Friihere tierexperimentelle Untersuchungen zeigten, dal durch die intrakoronare Gabe von
Komplementanaphylatoxin C3a eine linksventrikuldre myokardiale Dysfunktion produziert
werden kann (46). Im Tiermodell verbessert die Leukozytendepletion des zirkulierenden
Blutes withrend der Myokardischdmie und der Myokardreperfusion die unmittelbar
postoperative systolische und diastolische linksventrikulire Funktion; ferner limitiert sie
sowohl die Myeloperoxidase-Aktivitit als auch die Odembildung im Myokard (197).
Klinische Untersuchungen belegten eine umgekehrte Korrelation zwischen den C3a-
Konzentrationen und dem klinisch geschiitzten Herzzeitvolumen 3 Stunden postoperativ
(102) sowie eine Korrelation zwischen den maximalen IL6- und IL8-Konzentrationen und
dem AusmaB der linksventrikuliren Wandbewegungsstérung (88). Diese Angaben legen
nahe, dabB die postoperativ hiufig beobachtete Myokarddysfunktion zum Teil als Folge der

perioperativen systemischen entziindlichen Reaktion anzusehen ist.

13.1.2  Kapillarschaden

Wihrend Herzlungenmaschinen-Operationen nimmt die mikrovaskulére
Gefiilpermeabilitit zu. Dies ist sowohl in friiheren Untersuchungen im Tiermodell (168)
als auch in klinischen Studien, die eine Zunahme des gesamten Wassergehaltes nach der
Operation feststellten (81,120), bewiesen worden. Risikofaktoren fiir die perioperative
Wassereinlagerung sind jiingeres Aiter und lingere Dauer des EKK (120).
Entziindungsmediatoren verindern die Permeabilitét der MikrogeféBe (hauptséchlich der
postkapilldren Venolen), entweder durch ihren direkten Effekt auf die Endothelzellen oder
Uber eine Neutrophilenaktivierung (23). Die durch Histamin induzierte ’
Endothelzelkontraktion und erhéhte GefdBpermeabilitit fiihren zu einer Zunahme des
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Lymphflusses und zu einer Odembildung (25). Weitere Entziindungsmediatoren (z.B.
Bradykinin) und proinflammatorische Zytokine (z.B. TNFc) haben vergleichbare
Wirkungen auf die Gefipermeabilitit (23) und werden als mitverantworlich fiir die
Entwicklung eines Kapillarschadens, des sogenannten “ capillary leak ” Syndroms, nach
herzchirurgischen Eingriffen betrachtet (32,54). Jedoch konnte ein definitiver kausaler
Zusammenhang zwischen der Freisetzung von Entziindungsmediatoren wihrend des EKK
und der Stérung der GefiiBpermeabilitit in klinischen Untersuchungen bisher nicht

bewiesen werden.

1.3.1.3 Pulmonale Hypertension

Wihrend des EKK werden Ecosanoide mit vasokonstriktiven Eigenschaften
(Thromboxane und Leukotriene) freigesetzt (63). Diese Entziindungsmediatoren sind fiir
die postoperative pulmonale Hypertension mitverantwortlich gemacht worden. In der Tat
kann im Tierexperiment eine pulmonale Hypertension nach Komplementaktivierung
produziert werden, die durch Gabe eines Thromboxanantagonisten verhindert wird (170).
Ferner zeigte eine vor kurzem verffentlichte Arbeit, daB der Einsatz von
Neutrophilenadh#isionsantagonisten die intraoperative Lungenschédigung einschlieBlich
der pulmonalen Hypertension reduziert (71). Eine primiire Lésion der pulmonalen
Endothelzellen muB jedoch auch in Betracht gezogen werden: eine
Endothelzellendysfunktion mit Hinweis auf eine abnorme Stickstoffmonoxidsynthese bei
Kindern nach dem EKK wurde nachgewiesen (194). Ein definitiver Zusammenhang
zwischen den freigesetzten Endziindungmediatoren und dem Grad der
Endothelzellendysfunktion bzw. der puimonalarteriellen Vasokonstriktion ist bisher nicht

erwiesen.

1.3.1.4 Rhythmusstérungen

Voriibergehende postoperative Rhythmusstdrungen sind nach dem EKK sowohl bei
Erwachsenen als auch bei Kindern hiiufig. Vorliufige eigene epidemiologische Daten
(166) zeigen, daBl 74% der Kinder und Siuglinge nach einem herzchirurgischem Eingriff
am ersten postoperativen Tag derartige Rhythmusstérungen aufweisen. Bei den
beobachteten Rhythmusstérungen handelt es sich hauptsichlich um héufige
supraventrikulére oder ventrikuliire Extrasystolen und um einen akzelerierten
Knotenrhythmus bzw. um eine junktionale ektopische Tachykardie. Thre Inzidenz héngt

weniger von der Art der operativen Korrektur als von operativen Parametern, wie Dauer
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des EKK bzw. der Myokardischimie und Grad der Hypothermie wihrend des EKK, ab.
Entziindungsmediatoren, die im Zusammenhang mit herzchirurgischen Eingriffen
freigesetzt werden, wie Histamin, haben neben ihren entziindlichen und
immunmodulatorischen Eigenschaften arrhythmogene Wirkungen (199), die die
Entwicklung von postoperativen Rhythmusstrungen beeinflussen kénnten.

Das Reizleitungsystem, das atriale und das ventrikuldre Myokard sowie die glatte
Gefimuskulatur besitzen Histaminrezeptoren (H;-und H,-Rezeptoren), die in einem
System organisiert sind, das dem adrenergen System #hnelt: H;-Rezeptoren (die das
zyklische Adenosinmonophosphat (cAMP) aktivieren) vermitteln die positiv chronotrope,
die inotrope und die vasodilatatorische Wirkung des Histamins. Ihre Stimulation fiihrt zu
einer Zunahme der Aktivitit aller Schrittmacherzellen, verlagert den kardialen
Schrittmacher nach distal und setzt die ventrikuléire Fibrillationsschwelle herab. Dagegen
vermitteln H;-Rezeptoren (durch einen calziumabhéingigen Mechanismus) negativ inotrope
und vasokonstriktive Effekte sowie eine Zunahme der atrioventrikuliiren Uberleitungszeit
bzw. einen atrioventrikuléren Block ersten bis dritten Grades (26,112).

Im Tiermodell wird nach intrakoronarer Gabe des Komplementanaphylatoxins C3a eine
Sinustachykardie beobachtet; gleichzeitig wird eine signifikante Histaminfreisetzung im
Sinus coronarius gemessen. Die Frequenz der Sinustachykardie korreliert mit der im
vendsen Koronarblut gemessenen Histaminkonzentration und wird durch die
prophylaktische Gabe von H,-Blockern herabgesetzt (46). Weiterhin zeigten in vitro
Versuche, da3 Histamin durch die Zunahme der Automatizitiit von Myokardzellen
junktionale ektopische Rhythmen, ventrikulire Extrasystolen und ventrikulire
Tachykardien hervorruft (31,59,112).

Der mégliche Zusammenhang zwischen der perioperativen Histaminfreisetzung und dem
Auftreten von Herzrhythmusstérungen nach dem EKK wurde bisher weder beim

Erwachsenen noch beim Kind erforscht.

1.3.2 Multiorganversagen (MOV)

Das MOV ist eine klinische Entitat, die 1973 erstmalig beim Erwachsenen beschrieben
wurde (179). Seitdem ist das Syndrom aufgrund der Verbesserung der
intensivmedizinischen Versorgung, die das Uberleben von Patienten mit MOV {iberhaupt
erméglicht, zum Thema zahlreicher Verdffentlichungen in der Erwachsenenmedizin

geworden. Obwohl keine validierten Daten beziiglich der einzelnen Organinsuffizienzen



19

zur Verfligung stehen, wird das MOV als das Versagen von mindestens zwei
Organsystemen definiert (1). Jede Erkrankung, die dazu geeignet ist, den Organismus
einem massiven entziindlichen Stress auszusetzten, kann durch das MOV kompliziert
werden (73). Es ist mit einer hohen, tiber die Jahre konstant bleibenden Mortalitit belastet
(etwa 50%), die in der Regel von der Anzahl der betroffenen Organe abhéingig ist.

Nur wenige Untersuchungen haben sich mit dem MOV bei Kindern beschéftigt, sodafl fiir
diese Altersgruppe keine epidemilogischen Daten zur Verfligung stehen. Eine kiirzlich
verdifentlichte Arbeit gibt bei Kinder, die auf einer padiatrischen Intensivstation
aufgenommen wurden, eine Inzidenz des MOV von 11% an, wobei 44% dieser Kinder
herzchirurgische Patienten waren (142). Spezifische Kriterien zur Definition des MOV
nach EKK bei Kindern liegen bisher nicht vor. Wir haben aus diesem Grund das MOV
nach herzchirurgischem Eingriff bei Kindern als das Auftreten einer Insuffizienz von
mindestens zwei Organen in der ersten postoperativen Woche definiert, zusammen mit
einer Herzkreislaufinsuffizienz, einer Thrombozytopenie und hohem Fieber (164). Im
Gegensatz zur Beobachtung einer sequenziellen Entwicklung des MOV beim Erwachsenen
fanden wir, daB die meisten kindlichen Patienten das vollstéindige Bild des MOV bereits
am ersten postoperativen Tag aufwiesen. Die in unserer Serie beobachtete Mortalitét
betrug 44%.

Das postoperative MOV erfiillt die Kriterien der klinischen Manifestation einer
systemischen entziindlichen Reaktion (102,195). Untersuchungen, die belegten, daf} eine
Komplementaktivierung mit Leukopenie wiihrend des EKK stattfindet (40,85), und da3
das AusmaB der C3a-Freisetzung mit dem Auftreten von postoperativen
Organfunktionstérungen korreliert (102), sind heute die Grundlage des Konzeptes der
systemischen entziindlichen Reaktion, die sich wihrend des EKK abspielt und sich durch
eine ubiquitiire Endothelzellschadigung klinisch als MOV manifestieren kann.

1.3.3 Therapeutische Perspektiven

Die systemische entziindliche Reaktion, die withrend des EKK stattfindet, kann theoretisch
auf verschiedenen Ebenen kontrolliert werden. Da einerseits der Kontakt zwischen
Patientenblut und kiinstlichen Oberfléichen ihr primum movens ist, kénnte die
Verbesserung der Biokompatibilitiit der eingesetzten Systeme ein prophylaktischer Ansatz
sein. Heparinbeschichtete Systeme ermoglichen in der Tat eine deutliche Reduktion der
Freisetzung von entziindlichen Mediatoren wihrend des EKK (136). Die klinische
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Relevanz solcher Interventionen bleibt jedoch unklar.

Da andererseits die Aktivierung des Komplementsystems eine frithzeitige und zentrale
Rolle in der EKK-bedingten entziindlichen Reaktion zu spielen scheint (128), haben
therapeutische Eingriffe, die aktivierte Komplementfragmente oder die
Komplementaktivierung selbst inhibieren, eine rationale Grundlage. Spezifische
Inhibitoren des Komplementsystems stehen nicht zur Verfiigung, und bisher haben sich
pharmakologische Interventionen wie die Gabe von Glucokortikoiden als unfihig
erwiesen, die EKK-bedingte Komplementaktivierung zu inhibieren (68,177). Dagegen
zeigen kiirzlich verdffentlichte, mit simuliertem EKK durchgefiihrte Versuche, daB die
Gabe von menschlichem rekombinantem l8slichem Komplementrezeptor-1 (sCR1) durch
seine komplementinhibitorischen Eigenschaften die EKK-bedingte C3a-Freisetzung und
IL.8-Synthese reduziert, wobei die Expression von CD11b/CD18 und die Elastase-
Freisetzung in diesem Modell nicht beeinfluldt werden (66).

Der Protease-Inhibitor Aprotinin, der zur Reduktion perioperativer Blutungen verabreicht
wird, inhibiert im simulierten Modell des EKK die Aktivierung des Hageman-Systems und
folglich die Kallikrein-induzierte Neutrophilenaktivierung (189). Er hat in vivo jedoch
eine komplementaktivierende Wirkung (19).

Stickstoffmonoxidspender wie Natriumnitroprussid (70,86) mindern durch eine
Stickstoffmonoxid-vermittelte Inhibition der Neutrophilenadhiision (107) und eine
Inhibition der intrapulmonalen Leukozytenmarginalisierung den Lungenrevaskularisations-
und den Myokardsschaden in einem experimentellen Modell (2,110).
Stickstoffmonoxidspender, die gelegentlich perioperativ als Vasodilatatoren verabreicht
werden, haben eine potentiell entziindungshemmende Wirkung.

Ein weiterer prophylaktischer Ansatz zur Limitierung der EKK-bedingten entziindlichen
Reaktion ist die Inhibition von pro-inflammatorischen Zytokinen durch Pentoxifyllin (ein
Inhibitor von TNFa und IL1) oder durch spezifische monoklonale AntikSrper gegen TNFo.
und IL1 (30). Klinische Studien sind bisher nicht abgeschlossen. Die klinische Bedeutung
der praoperativen Gabe von Glucokortikoiden, die die Synthese von pro-
inflammatorischen Zytokinen inhibieren und die Synthese des natlirlichen anti-
inflammatorischen IL.10 stimulieren (175), muB ebenfalls noch belegt werden. Jedoch
erscheint das Konzept der Modulation der Wechselwirkungen im Zytokinnetzwerk im
Sinne einer entziindungshemmenden Wirkung zur Kontrolle der EKK-bedingten
entziindlichen Reaktion prinzipiell attraktiver als die Blockierung einzelner Zytokine durch
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spezifische Antikérper. Diese Uberlegung wird dadurch untermauert, daB Patienten mit
MOV im Rahmen einer Sepsis hohe Konzentrationen natiirlicher spezifischer
Zytokinantagonisten (wie der IL1-Rezeptor-Antagonist und die 18slichen TNF-Rezeptoren)
aufweisen. Diese Beobachtung stellt die Indikation und den Erfolg einer exogenen Gabe
solcher Antagonisten infrage (79).



22

2.  Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war es, die EKK-bedingte systemische entziindliche Reaktion bei
Kindern zu beschreiben, ihre klinische Relevanz zu untersuchen und schlieBlich klinische,
pharmakologische und operative EinfluBfaktoren zu analysieren.

L. Der Verlauf verschiedener Entziindungsmediatoren (Komplementproteine,
Leukozytendegranulationsprodukte und Zytokine), die sowohl die plasmatische als auch
die zellulire Phase der systemischen Entziindung widerspiegeln, ihre Wechselnwirkungen
und ihre Beziehung zu den operativen Bedingungen sollten vor, wihrend und nach dem
EKK untersucht werden. Dabei sollte auch die Frage beantwortet werden, ob die
immunologische Unreife neugeborener Patienten den Verlauf der EKK-bedingten
entziindlichen Reaktion beeinflufit.

2. Folgende Fragen zur klinischen Relevanz der perioperativen systemischen
entziindlichen Reaktion sollten beantwortet werden:

- besteht eine kausale Beziehung zwischen dem Ausmaf der Komplementaktivierung und
der Leukozytenstimulation wihrend des EKK und dem Aufireten eines postoperativen
MOV?

- besteht eine kausale Beziehung zwischen dem Ausmal der perioperativen
Histaminfreisetzung und dem Aufireten voriibergehender postoperativer
RhythmusstSrungen?

- besteht eine kausale Beziehung zwischen dem Ausmal der perioperativen systemischen
entziindlichen Reaktion bzw. der perioperativen Histaminfreisetzung und TNFa-Synthese

und der Entwicklung eines « capillary-leak »-Syndroms bei neugeborenen Patienten?

3. Der EinfluB von Natriumnitroprussid auf die perioperative systemische
entziindliche Reaktion sollte untersucht werden. Dies war durch die Tatsache begrilindet,
daB Natriumnitroprussid fiber seinen vasodilatatorischen Effekt hinaus potentielle anti-
inflammatorische Eigenschaften besitzt, die beim Menschen nicht bekannt waren. Durch
in vitro Versuche sollte die in vivo beobachtete komplementinhibitorische Wirkung von
Natriumnitroprussid niher geklért werden.

Ebenso sollte die Frage beantwortet werden, ob Aprotinin, das neben seinen
blutungshemmenden Wirkungen sowoh! pro- als auch anti-inflammatorische Effekte
aufweist, die EKK-bedingte entziindliche Reaktion bei Kindern beeinflufit.
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4, SchlieBlich sollte anhand eines in vitro Modells der Leukozytenstimulation durch
LPS der Einflul der Temperatur auf die Zytokinsynthese im Erwachsenen- und im
Neugeborenenblut untersucht werden. Diese Versuche waren durch eigene klinische
Ergebnisse und die zur Verfiigung stehende Literatur motiviert, die eine Beziehung
zwischen Temperatur und Zytokinsynthese vermuten lassen.



3. Methodik

31 Patienten und klinische Methodik

3.1.1 Patienten

Neugeborene, Siuglinge und Kinder bis zum 18. Lebensjahr, die wegen eines angeborenen
Herzfehlers zur Operation mittels EKK anstanden, wurden in unseren Untersuchungen
prospektiv einbezogen. Patienten mit préoperativer System- und/oder Immunerkrankung
wurden prinzipieil ausgeschlossen. Eine weitere Auswahl der Patienten erfolgte oder
erfolgte nicht, je nach Zielsetzung der Untersuchung,.

Die Herzoperation und die postoperative Betreuung der Patienten fanden in der Klinik fiir
Thorax- Herz-und GefiB-Chirurgie der RWTH Aachen (Direktor : Prof. Dr. B. J Messmer)
bzw. in der Klinik fiir Kinderkardiologie der RWTH Aachen (Direktor : Prof. Dr. G. von
Bernuth) oder im Centre Chirurgical Marie-Lannelongue Paris (Direktor : Prof. Dr. C.
Planché) statt. Studienprotokolle wurden von der entsprechenden Ethikkommission
genchmigt.

Epidemiologische und klinische Daten der Patienten werden im Ergebnisteil vorgestelit.

3.1.2 Anisthesie und EKX-Protokoll

Anisthesie und priioperative antibiotische Prophylaxe

Samtlichen Patienten wurden in einem Zeitraum von mindestens 7 Tagen vor der
Operation kein Salicylat verabreicht. Die Patienten werden prémediziert. Nach der
Narkoseeinleitung erfolgt die nasotracheale Intubation und mechanische Beatmung (Servo
900 B Ventilator, Siemens-Elema, Stockholm, Sweden). Zur Uberwachung des arteriellen
und zentralvendsen Druckes wiihrend der Operation werden ein peripherer arterieller und
ein zentralvendser Katheter gelegt. Ferner wird ein Blasenkatheter zur Messung der
Urinauscheidung vor, wihrend und nach EKK eingefiihrt. Die Messung der
Patientenkerntemperatur erfolgt durch eine Temperatursonde, die nasopharyngeal und/oder
rektal eingefishrt wird. Einzelheiten zu den Anésthesieprotokollen in beiden Institutionen

sind in der Tabelle 3.1 zusammengefaBt.

EKX-Protokoll

Das EKK-Protokoll ist in beiden Institutionen unterschiedlich. Es ist im Rahmen der

einzelnen Untersuchungen immer einheitlich gewesen.
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Das EKK-System besteht in beiden Institutionen aus einer Pumpe, die einen
nichtpulsatilen FluB bewirkt und eine CO,-Zufuhr ermdglicht, einem aus Polypropylen
bestehenden Membranoxygenator, einem arteriellen Filter und einem Wirmeaustauscher
fiir die Abkiihlung und das Aufwirmen des zirkulierenden Blutes. Zur Vasodilatation
wihrend der Abkiihl- und Aufwirmphase des Kindes werden in Aachen in der Regel .
arterielle Vasodilatatoren angewandt.

Die systemische Antikoagulation wird mit Heparinsulfat (3mg/kg) erreicht, das am Ende
des EKK mit Protaminsulfat in einem Verhiltnis von 1:1 antagonisiert wird.

Nach der Sternotomie und dem Freipréparieren des Herzens werden der rechte Vorhof
oder beide Hohlvenen und die ascendendierende Aorta mit PVC- Kaniilen kaniiliert und an
die vendsen bzw. arteriellen Schenkel des mit dem Fiilivolumen gefiillten EKK-
Schlauchsystems angeschlossen. Der EKK wird mit einem errechneten Flulindex von 2,4
bis 2,7 I/m. KOF/Minute eingeleitet. Das zirkulierende Blut wird mit einem
Wirmeaustauscher abgekithlt. Die Myokardischdmie wird durch Abklemmen der
ascendierenden Aorta oberhalb des Ursprungs der Coronararterien herbeigefiihrt.
Wihrenddessen wird die Myokardprotektion durch die intraaortale Gabe einer 4°C kalten
Bretschneider Cardioplegie-Losung (24) gesichert. Sie erfolgt entweder einmalig (30
ml/kg) oder wiederholt (10 ml/kg je 30 Minuten Ischdmiezeit).

Ob der chirurgische Eingriff mit dem EKK erfolgt oder ein totaler KSS herbeigefiihrt wird,
hingt vom Alter des Kindes, von der Art des Herzfehlers, und von der jeweiligen
Institution ab. In Aachen werden in der Regel Patienten bis zum 4. Lebensjahr mit KSS
operiert. Dagegen werden iltere Kinder mit durchgehendem EKK und “ low flow
perfusion ” operiert. In Paris werden alle Patienten mit normalem FluB operiert.

Durchgehender EKK

Der EKK wird durchgehend entweder mit normalen FluBverhiltnissen (errechneter
FluBindex: 2,4 bis 2,7 Liter/m* KOF/Minute) oder mit einem auf etwa 25% des
errechneten FluBindexes reduzierten Flul (“ low flow perfusion™) gefahren. Die minimale
nasopharyngeale Temperatur betrdgt im Fall des durchgehenden EKK mit normalem
FluBindex 24 bis 32°C und im Falle der “ iow flow perfusion” 22°C. Das pulmonalvenése
Blut, das auf eine Perfusion der aortopulmonalen Kollateralen zuriickzufiihren ist, wird
iiber eine linksatriale Kaniile abgesaugt und dem vendsen Schenkel des EKK zugefiihrt.
Nach Beendigung des intrakardialen Eingriffes wird der Patient durch das durch den

Wiirmeaustauscher zirkulierende Blut aufgewirmt.
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EKK und KSS

Wenn ein vollstindiger KSS vorgesehen ist, wird die Kemtemperatur in der Abkithlphase
bis auf etwa 16°C herabgesetzt. Der EKK wird méglichst nicht lénger als 60 Minuten
abgestellt. Nach Ablauf dieser Zeit werden die intrakardialen Kaniilen wieder plaziert und
der EKK emeut eingeleitet. Falls der chirurgische Eingriff unter KSS nicht beendet ist,
wird unter “ low flow perfusion” weiter operiert und am Ende der Prozedur, wie oben
beschrieben, aufgew#rmt. Die voriibergehende “ low flow perfusion” eritbrigt sich im
Falle einer wihrend des KSS komplettierten chirurgischen Korrektur.

Nach Beendigung der Operation am Herzen werden rechtsatriale und ventrikulére
Schrittmacher-Elektroden zur transitorischen elektrischen Stimulation sowie, falls
indiziert, intrakardiale (linksatriale, pulmonalarterielle) Katheter fiir die postoperative
Uberwachung der himodynamischen Parameter gelegt. Einzelheiten zum EKK-Protokoll

in beiden Institutionen sind in der Tabelle 3.2 zusammengefafit.

Verabreichte Medikamente wihrend des EKK

Vasodilatatorenregime und Blutungsprophylaxe sind fiir jede klinische Studie in Tabelle
3.3 angegeben. Glucokortikoide sind, bis auf die Patienten die unter 4.1.4 beschrieben
sind, verabreicht worden (siehe Tabelle 3.1).

In Aachen wurde vor 1990 der oi-adrenergische Blocker Phentolamin und seit 1990 der
Stickstoffmonoxidspender Natriumniroprussid zur Vasodilatation wihrend der Abkiihl-
und Aufwirmphase des EKK verabreicht. Der Serin-Protease Inhibitor Aprotinin wurde
1991 bei Patienten mit zyanotischen Herzfehlern und bei Reoperationen vor Einleitung des
EKK infundiert. Die Hélfte der Aprotinin-Dosis wird dem Patienten iiber eine kurze
intravendse Infusion verabreicht und die andere Hélfte der Dosis wird in das Fiillvolumen
der Maschine vermischt.

In Paris wurden den untersuchten Patienten weder Glucokortikoide noch

Natriumnitroprussid oder Aprotinin verabreicht.
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Klinik fiir Thorax- Herz-und Centre Chirurgical
GefiiBchirurgie, RWTH Marie-Lannelongue,
Aachen Paris
Pramedikation” Midazolam Midazolam
Narkose®® Diazepam, Fentanylsulfat, Diazepam, Fentanylsulfat,
Pancuroniumbromid Pancuroniumbromid
Antibiotische Prophylaxe Cefotiamhydrochlorid Natriumcefazolin
(vor Sternotomie) (25 mg/kg) (25 mg/kg)
Glucokortikoide Dexamethason (3 mg/m?) Keine

Tabelle 3.1. Angewandte Aniisthesieprotokolle, antibiotische Prophylaxe und Corticosteroidtherapie bei
Narkoseeinleitung in beiden Institutionen. Die zur Narkose notwendigen Medikamente wurden in der
tiblichen, gewichtsentsprechenden Dosis verabreicht. ’ bis auf Neugeborene; ® Induktion, Aufrechterhaltung

und Myoplegie.
Aachen Paris
Pumpe Stisckert” Stackert"
Oxygenator Membran (VPCML, Cobe”;, Membran (Liliput, Dideco® )
Masterflo D701 und D702,
Dideco™)

Fiillvolumen 750 bis 1250 mi 350 ml

Zusammenstellung Kristalloidl6sung und Frischplasma und

Erykonzentrat Erykonzentrat

Hiimatokritwert 25% 30 bis 35%
FluBindex 2,7 L/m*/Minute 2,4 L/m*/Minute
Kreislaufstillstand - Ja Nein
“Low flow perfusion” Ja Nein
Minimale T° 16° bis 22°C 24° bis 32°C
Cardioplegie Einzelgabe Wiederholte Gabe
Vasodilatatoren Ja Nein

Tabelle 3.2. Zusammenfassung des Protokolls des extrakorporalen Kreislaufs in beiden Institutionen.
) Stockert Instrumente GmbH, Miinchen, Deutschland; ® Cobe Laboratories Inc., Lakewood, Colo., USA

® Dideco s.p.a, Mirandola, Italien.

Klinische Studie: Phentolamin (0,2- Natriumnitroprussid Aprotinin
Eggebnisteil 0,5 mg/ke) (0,5-1 pg/kg/Min.) (20.000 1E/kg)
4.1.1 + " -

4.1.2 - +/-
4.1.3 - +/-
4.1.4 - - -

423 - +

4.3.1 - + -

Tabelle 3.3. Verabreichte Medikamente mit potentiellem EinfluB auf die durch den EKK bedingte
entziindliche Reaktion, +: bei allen-, -: bei keinem-, +/-: bei manchen Patienten verabreicht.
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3.1.3 Postoperative Uberwachung und Therapie

Postoperative Uberwachung und Untersuchungen

Die Uberwachung wihrend der drei ersten postoperativen Tage ist in beiden Institutionen
prinzipiell identisch. Himodynamische Parameter wie arterieller Blutdruck (systolisch,
mittel), zentralvenSser Druck sowie fakultativ pulmonalarterieller Druck (systolisch,
mittel), und linksatrialer Druck (mittel) werden kontinuierlich gemessen. Die arterielle
Sauerstoffséttigung wird kontinuierlich mittels Pulsoxymetrie iberwacht. Eine invasive
Messung des Herzzeitvolumens wird nicht durchgefithrt. Das Herzzeitvolumen wird
klinisch durch Hautwérme, Diurese und oben erwihnte himodynamische Parameter
geschitzt. Die rektale bzw. vesikale T° wird kontinuierlich iiber eine thermische Elektrode
gemessen. Herzrhythmus und Herzfrequenz werden fortlaufend {iber periphere
Ableitungen registriert. Bei Verdacht auf Rhythmusstérungen werden Standard-
Elektrokardiogramme (EKG) abgeleitet. Falls der supraventrikulire Rhythmus nicht
identifiziert werden kann, werden iber die intraoperativ gelegten rechtsatrialen Elektroden
EKG-Streifen geschrieben.

Funktionelle und anatomische Verhiltnisse des Herzens werden klinisch und
echokardiographisch untersucht. Lungenparenchym, Lungengefifle und intrathorakale
Gas- oder Fliissigkeitsergiisse werden durch Rontgenbilder des Thorax bzw. sonographisch
beurteilt.

Zur Messung von Weichteilédemen bei Neugeborenen mit “ capillary leak ” Syndrom und
Flankenanasarka wird ein radiologischer Index unter standardisierten Bedingungen
(Patienten in Riickenlage, Film-Fokus-Distanz: 1 Meter) bestimmt. Dieser 1dt sich durch
den Quotienten Weichteilbreite in Héhe der 8. Rippe durch Durchmesser der 8. Rippe auf
dem in anterior-posterior Projektion angefertigten Rontgenbild des Thorax errechnen.
Ascites bzw. intracerebrale Verinderungen werden mittels Abdomen- bzw.

Schiidelsonographie (beim Neugeborenen und Séugling) diagnostiziert.

Postoperative Therapie

Alle Patienten werden unmittelbar nach der Operation mit druckgesteuertem oder
volumengesteuertem Beatmungsgerzt mechanisch beatmet und sobald wie mdglich von der
mechanischen Beatmung entwohnt und extubiert. Die inotrope Therapie besteht aus
Katecholaminen, deren Dosis nach Bedarf titriert wird. Systemische und
pulmonalarterielle Vasodilatatoren werden ebenfalls nach klinischem Bedarf verabreicht.
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Eine antibiotische Therapie bzw. Prophylaxe wird in der Regel mit Cefalosporinen der 1.
oder 2. Generation bis zur Entfernung der intrakardialen Katheter und oder der
intrathorakalen Drainageschlauche durchgefiihrt.

3.1.4 Definition des postoperativen MOV

Das postoperative MOV wird als das Auftreten, in der ersten postoperativen Woche, einer
Dysfunktion von mindestens 2 vitalen Organen zusammen mit einer unter
Katecholamintherapie bestehenden Herzinsuffizienz, einer Thrombozytopenie
(Thrombozyten < 100.000/ml) und hohem Fieber (T° > 39°C) definiert. Kriterien, die zur

Definition des Versagens einzelner Organe benutzt wurden, sind in Tabelle 3.4

zusammengefaft.
Organsystem Definition der Insuffizienz
Herz-Kreislauf Niedriges (klinisch geschitztes) Herzzeitvolumen trotz adiquater

Fiillungsdrucke und inotroper bzw. Nachlast-senkender Therapie
Niere Urinausscheidung < 1 ml/Kg/Stunde und

Serumkreatinin 2 100 mmol/l
Lunge Mechanische Beatmung mit FiQ, = 0,4
fiir mehr als 5 Tage nach der Operation
Leber GOT = 500 IE/ und
Prothrombinzeit < 50%
Gehirn Krampfanfille, Krampfiquivalente
oder Coma

Tabelle 3.4. Definition der Dysfunktion von vitalen Organen. GOT, Glutamat-Oxalazetat-Transaminase.
FiO; , inspirierte Oz-Frakﬁoq.

3.1.5 Definition transitorischer postoperativer Rhythmusstérungen (RS)
Transitorische postoperative RS werden arbitrér als RS definiert, die in den ersten 24
Stunden postoperativ aufireten und nicht ldnger als bis zum 5. postoperativen Tag
bestehen bleiben. RS wurden nach den iiblichen Kriterien diagnostiziert (75).

3.1.6 Definition des postoperativen * capillary leak ” Syndroms (CLS)

Das postoperative CLS wird als das unmittelbar postoperative Auftreten von primér nicht
kardial bedingten generalisierten Odemen mit Entwicklung von serdsen Ergiissen
zusammen mit durch Volumensubstitution behandelbaren Blutdruckabfillen definiert.
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3.2 Laboruntersuchungen

3.2.1 Probenentnahme und Bearbeitung

Zur Bestimmung der plasmatischen Entziindungsparameter wurden 2 ml Blut in
Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)-haltigen Réhrchen (Sarstedt, Saarlouis,
Deutschland) entnommen. Die Proben wurden bei 3000 rpm 3 Minuten zentrifugiert und
das Plasma bei -70°C bis zur Bestimmung der biologischen Parametern gelagert. Weitere
0,5 ml EDTA-Blut wurden fiir die Bestimmung des Blutbildes enthommen.

Blutproben wurden priioperativ aus einer peripheren Vene und postoperativ aus einem
zentralvenosen Katheter entnommen. Wihrend des EKK wurden die Proben aus dem
arteriellen Schenkel bzw. aus der Linksherzkaniile des EKK-Systems gewonnen, sodal}
eine transpulmonale Differenz errechnet werden konnte. Tabelle 3.4 falt die Zeitpunkte

der in unseren Untersuchungen durchgefithrten Probenentnahmen zusammen.

Probenentnahme

Préioperativ Nach Protamingabe

Vor Narkoseeinleitung 4 Stunden nach Beendigung des EKK
Nach Heparingabe 24 Stunden nach Beendigung des EKK
10 Minuten nach Einleitung des EKK 48 Stunden nach Beendigung des EKK
Nach Beendigung des Kreislaufstillstandes 72 Stunden nach Beendigung des EKK
10 Minuten nach Rezirkulation 5. postoperativer Tag

Nach Entfernung der Aortenklemme 7. postoperativer Tag

Nach Wiederbeatmung der Lungen 10. postoperativer Tag

Am Ende des EKK

Tabelle 3.5. Zeitpunkte der Probenentnahmen vor, wihrend und nach extrakorporalem Kreislauf (EKK).

Die Bestimmung der Entziindungsmediatoren wurde im Laboratorium des “ Service
d’Immunologie des Hépitaux Universitaires Saint-Pierre et Brugmann ” Direktor Prof. Dr.
J. Duchateau, Freie Universitit Briissel, Briissel, Belgien durchgefiihrt.

3.2.2 Komplementfaktoren

C3 und C4 wurden mit Hilfe der Immunturbidimetrie bzw. Immunnephelometrie
bestimmt. Dazu wurde die Immunoglobulin G-Fraktion eines Kaninchen-anti-humanen
C3 oder C4 benutzt. Die automatisierte Messung erfolgte mittels RA 1000 Turbidimeter
(Technicon, Briissel, Belgien) oder mittels Behring Nephelometer Analyzer, Behring
Diagnostics, Hoechst, Briissel, Belgien).
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Fiir die C3d-Bestimmung wurde das Plasma im Verhiltnis 1:1 mit einer 22%igen
Polyethylenglycol-Boratpufferlosung bei 4°C tiber 12 Stunden inkubiert. Nach dem
Zentrifugieren wurde der Uberstand mittels Turbidimetrie bzw. Nephelometrie wie fiir C3
beschrieben analysiert, und zwar mit folgender Modifikation: die L&sung wurde mit Aqua
destillata auf 20% verdiinnt, um die Polyethylenglycol-Konzentration wihrend der
Immunoprézipitationsreaktion auf 3,5 % zu reduzieren.

C5a wurde mit Hilfe eines kommerziell erhiltlichen enzymatischen Immunoassays
(Enzygnost C5a Behring, Hoechst, Belgien), den Vorgaben des Herstellers entsprechend
bestimmt. Normwerte fiir gesunde Erwachsene liegen zwischen 0,15 und 0,45 ug/l.

3.2.3 Leukozytendegranulierungsprodukte

- Leukozytenelastase wurde mit Hilfe eines kommerziell erhéltlichen
Immunoaktivationsenzym Immunoassays (Merck, Darmstadt, Deutschland) bestimmt.
Normwerte fiir gesunde Erwachsene liegen bei 22+10 pg/l (Mittelwert + SD).

- Myeloperoxydase (MPOQ) wurde mit Hilfe eines kommerziell erhiltlichen
Doppelantikrper-Radioimmunoassays (Kabi Pharmacia Diagnostics, Uppsala, Schweden)
bestimmt. Normwerte fiir gesunde Erwachsene liegen zwischen 170 und 480 pg/l.

- Eosinophil Cationisches Protein (ECP) wurde mit Hilfe eines kommerziell erhiltlichen
Doppelantikrper-Radioimmunoassays (Kabi Pharmacia) bestimmt, Normwerte fiir
gesunde Erwachsene liegen zwischen 2,3 und 16 pg/l.

- Histamin wurde mittels eines kommerziell erhéltlichen immunoenzymatischen Assays,
der auf einer Kompetition zwischen freiem Histamin und Histamin-Acetylcholinesterase
basiert, bestimmt. Die Analyse erméglicht eine Kreuzreaktion von 5% mit

Methylhistamin, dem prinzipiellen Metabolit des Histamins. Normwerte fiir
Plasmahistamin liegen < 1000 pg/ml.

3.24 Zytokine

TNFa, IL6, IL8 und IL10 wurden mit Hilfe eines kommerziell erhiltlichen
immunenzymetrischen Assays (Medgenix, Fleurus, Belgien) bestimmt. Der Assay ist ein
“ solid phase enzyme amplified sensitivity immunoassay ” (EASIA) auf dem Oligoclonal
System® basierend und wird auf Mikrotiterplatten durchgefiihrt. Mehrere, gegen
unterschiedliche Epitope des intakten Zytokins gerichtete monoklonale Antikérper werden
benutzt, sodaB eine hohe Sensitivitit des Assays erreicht wird. Die Spezifitit der Assays
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wurde vom Hersteller festgestellt, indem eine Kreuzreaktion mit 25 anderen Zytokinen
ausgeschlossen wurde. Die Reproduzierbarkeitsrate der Ergebnisse betrigt 95%. Die
minimale meBbare Konzentration betréigt 3 pg/ml fiir TNFo, 2 pg/ml fiir IL6, 0,7 pg/mi fiir
IL8 und 1 pg/ml fiir IL10. Im Plasma des normalen Erwachsenen liegen Konzentrationen
von TNFo unter 20 pg/ml, von IL6 zwischen 3,5 und 8,5 pg/ml und von IL8 unter 47
pg/ml vor. Sie liegen bei 2,45 + 3,2 pg/ml (Mittelwert + Standardabweichung) fiir IL10.

3.2.5 Ubrige Laborparameter

Plasmatische Proteine

Albumin (Molekulargewicht: 66.440), Retinol-Binding-Protein (Molekulargewicht:
21.199), Immunoglobulin G (Molekulargewicht: 160.000) und a,;-Makroglobulin
(Molekulargewicht: 718.000) wurden mittels Laser-Nephelometrie bestimmt.

C-reaktives Protein (CRP): CRP wurde mittels Nephelometrie bestimmt. Die
Detektiongrenze der Methodik liegt bei 5 mg/1.

Blutbild: Himatokritwert, Thrombozytenzahl, Leukozytenzahl und Differentialblutbild
wurden mit dem elektronischen Zahlgerit Cell-Dyn 3500 (Abbott Diagnostika GmbH,
Wiesbaden, Deutschland) im Institut fiir Klinische Chemie und Pathobiochemie, RWTH
Aachen (Direktor: Prof. Dr. H. Greiling) oder im Laboratoire d’ Analyses Médicales,
Centre Chirurgical Marie-Lannelongue, Paris (Leiter: Dr. J.M. Libert) bestimmt. Eine
Korrektur der Leukozytenzahl fiir die Himodilution wurde bis auf die unter 4.1.4
beschriebene Untersuchung durchgefiihrt. Dabei wurde die aktuelle Leukozytenzahl mit
dem Quotienten Himatokritwert vor Einleitung des EKK/aktueller Himatokritwert
multipliziert.

Polyspezifisches Radioallergosorbent Test (RAST) Screening: Das RAST-Screening
gegen gewdhnliche Aeroallergene wurde mit Hilfe von RAST Phadiatop (Kabi Pharmacia
Diagnostics AB, Uppsala, Schweden) durchgefiihrt.

Anti-Aprotinin-Antikérper: Anti-Aprotinin-Immunoglobulin G-Antikdrper wurden mit
Hilfe eines  solid phase enzyme linked immunosorbent assay” (ELISA) mit Aprotinin-
beschichteten (50 pg/ml) und Gelatine-geséttigten Polystyrenplatten in einem
Bicarbonatpuffer (pH: 9,6) bestimmt. Das Plasma wurde 1:25 verdiinnt. Die
Immunoglobulin G-Bindung wurde mit mittels Peroxidase-markiertem Protein A
festgesteilt und mittels Orthophenylendiamin photometrisch quantifiziert. Die
Standardkurve wurde mit hyperimmunen Sera kalibriert. Die Ergebnisse werden in
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arbitriren Einheiten angegeben. Die Detektionsgrenze lag bei 10 Einheiten. In einer
Gruppe von 55 gesunden Blutspendern lagen die Anti-Aprotinin- Antikérper-Titer uater 30
Einheiten.

Alle Blutuntersuchungen, die im folgenden beschrieben werden, gehéren zu den
routineméBigen Laboruntersuchungen, die nach herzchirurgischen Eingriffen durchgefiihrt
werden. Sie wurden im Institut fiir Klinische Chemie und Pathobiochemie, RWTH
Aachen (Direktor: Prof. Dr. H. Greiling) bestimmt.

Glutamat-Oxaloazetat-Transaminase (GOT) und Kreatinin: Die Bestimmungen
wurden mit dem elektronischen Multi-Analyzer SMAC durchgefiihrt.

Prothrombinzeit: Die Bestimmung wurde mit Hilfe einer koagulometrischen Methode
durchgefiihrt.

3.3 Invitro Untersuchungen

3.3.1 Anti-komplementire Wirkung des Natriumnitroprussid (NNP)

Das Serum wurde aus dem Blut von gesunden Blutspendern des “ Centre Albert Hustin ”,
Hopitaux Universitaires Saint-Pierre et Brugmann, Freie Universitit Briissel, Belgien
(Direktor: Prof. Dr. ] Duchateau) gewonnen. Die himolytische Aktivitéit des
Komplementsystems (CHsq) wurde bei steigenden NNP-Konzentrationen (1 bis 16 mM)
gemessen. CHsy wurde ebenfalls mit einer minimal aktiven NNP-Konzentration (0,6 mM)
nach unterschiedlichen Inkubationszeiten des Serums (0, 15, 30, 60 und 120 Minuten)
gemessen, sowie nach Lichtexposition (UV-Lichtexposition fiir 20 Minuten). Der Effekt
des NNP auf die durch Zymosan induzierte C3-Konversion (C3d-Produktion) und
schlieBlich der Effekt von Nitroglyzerin (NTG) und Isosorbid Dinitrat ISDN) auf CHS0
wurden ebenfalls analysiert.

CHg) Bestimmung

a. Alternativer Aktivierungsweg

CHjp des alternativen Aktivierungsweges wurde mit Hilfe von quantitativen Mikroassays
mit Kanincheherythrozyten in Gegenwart von Athylenglycoltetraessigsdure-Mg++-
Veronal-Gelatin-Dextrose Puffer auf Mikrotiterplatten bestimmt. Die Hamolyse wurde
mit einem MR 5000 Mikroplattenleser (Dynatech, van der Heyden, Briissel, Belgien) bei
630 Nanometer, wie beschrieben (167), gemessen.
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b. Klassischer Aktivierungsweg

CHS50 des klassischen Aktivierungsweges wurde, wie oben beschrieben, mit Hilfe von
durch Kaninchenh&molysin sensibilisierten Schafserythrozyten, in einem Ca++-, Mg++-
Veronal-Gelatin-Dextrose Puffer bestimmt .

Chemikalien

Folgende Losungen wurden fiir die in vitro Versuche, den Vorgaben des Herstellers
entsprechend, vorbereitet : NNP (Nipride®, Roche), NTG (Nysconitrine®, Bio-Therabel),
ISDN (Cédocard®, Byk Belga), Ferrozyanat und Kaliumzyanid (Merck, Belgolabo,
Belgien) und Phentolamin (Regitin®, Ciba Geigy).

3.3.2 Effekt der Temperatur auf die in vitro Produktion von TNFa, IL6, IL8 und
IL 10 im durch Endotoxin stimulierten Vollblut

Die im folgenden beschriebenen in vitro Versuche sind im Laboratorium des “ Service
d’Immunologie des Hopitaux Universitaires Saint-Pierre et Brugmann ”, Direktor : Prof.
Dr. J. Duchateau, Freie Universitit Briissel, Briissel, Belgien und im Laboratorium des
Interdisziplinidren Zentrums fiir Klinische Forschung der Medizinischen Fakultit der
RWTH Aachen “ Biomaterialen und Material-Gewebsinteraktionen bei Implantaten ”,
Sprecher : Prof. Dr. G. Jakse durchgefiihrt worden.

Blut wurde unter sterilen Bedingungen aus einer peripheren Vene bei 17 gesunden,
freiwilligen erwachsenen Probanden und aus der Nabelschnurvene bei 10 reifen gesunden
Neugeborenen nach unauffilliger Schwangerschaft und Geburt in sterile endotoxinfreie
Rohrchen (Endo Tube ET, Chromogenix, Haemochrom Diagnostica GmbH, Essen,
Deutschland) entnommen.

Das Blut wurde im Verhiiltnis 1:10 mit 37°C warmer Zellkulturlésung (RPMI 1640 (mit L-
Glutamin angereichert), Gibco BRL, Life Technologies LDT, Paisley, UK) in sterilen, fiir
Zellkultur vorgesehenen Réhrchen (Falcon®, Becton Dickinson, Lincoln Park, New
Jersey, USA) vermischt und verteilt. Die Proben wurden zunichst fiir eine Stunde bei
37°C unter 5% CO, angereicherter feuchter Atmosphére inkubiert (Inkubator Heraeus
HBB 2472b, Heraeus Instrumente GmbH, Hanau, Deutschland). Danach wurden fiir eine
weitere Stunde 2 Proben bei 37°C inkubiert (Proben “ Kontrolle ™ und “ LPS ), Zwei
Proben wurden fiir eine Stunde bei 0°C auf Eiswasser gelegt (Proben “ 0°C ” und

“ 0°C+LPS ™) und zwei weitere fiir eine Stunde bei 42°C ins Wasserbad gelegt (Proben

“ 42°C ” und “ 42°C+LPS ). Nach Ablauf einer Stunde wurde den Proben LPS,
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“ 0°C+LPS ” und “ 42°C+LPS ” Endotoxin (Lipopolysaccharid fiir Zellkultur von
Escherischia Coli Lot. 026.B6 Ref. L2654, Sigma Chemical Co, St Louis, USA) in einer
Endkonzentration von 1ng/ml zugefiihrt. Die anderen Proben wurden mit dem gleichen
Volumen Kulturmedium versorgt. Die Proben wurden fiir 16 Stunden bei 37°C unter 5%
CO, inkubiert. Nach der Zentrifugation (2500 rpm fiir 5 Minuten) wurde der Uberstand
gewonnen, aus dem die Konzentrationen von TNFa., IL6, IL8 und IL 10 bestimmt wurden.
Die Bestimmung erfolgte wie unter 3.2.4 beschrieben. Die Methodik wurde fiir die
Bestimmung im Zellkulturiiberstand den Richtlinien des Herstellers entsprechend
modifiziert.

34 Statistik

Die Ergebnisse sind als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes (SEM) bzw.
Standard Abweichung (SD) oder als Medianwert und Spannweite (Range) angegeben. Fiir
nicht normal verteilte Daten wurden nicht-parametrische Tests angewandt. Der Mann-
Whitney-U Test wurde zum Vergleich von klinischen und biologischen Parametern in 2
Patientengruppen und der Wilcoxon Test fiir die Analyse von verbundenen und nicht-
verbundenen Stichproben angewandt. Die Analyse von zeitabhiingigen Veréinderungen
biologischer Parameter wéhrend des EKK wurde mit multivariablen Varianzanalysen fiir
wiederholte Vergleiche (MANOVA) durchgefiihrt. Fiir die Analyse von Kontingenztafeln
wurden der Chi-Quadrat-Test mit Yates Korrektur bzw. der Fisher exakt Test angewandt.
In zwei Untersuchungen wurde eine logistische Regressionanalyse durchgefiihrt. Die
komputerisierien Daten wurden mit Hilfe eines kommerziell erhltlichen
Statistikprogramms (SPSS PC, SPSS Inc. Chicago, lllinois, USA) oder mittels des SAS
Programms (SAS Institute, Inc., Cary, N.C., USA) im Institut fiir Medizinische Informatik
und Biometrie (Diréktor : Prof. Dr. R. Repges) durch Frau Dipl. Math. K. Buro analysiert.
P-Werte < 0,05 wurden als signifikant gedeutet.
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4. Ergebnisse

4.1 Entziindungsparameter vor, wiihrend und nach EKK

4.1.1 Komplementaktivierung

- S#uglinge und Kinder

In einer Gruppe von 29 Séuglingen und Kindern, deren epidemiologische Daten und
Operationsparameter in der Tabelle 4.1 zusammengefaBt sind, wurden die

Komplementproteine C3, C3d, C4 und C'5a sowie die Leukozyten- und Neutrophilenzahl
jeweils vor, wahrend und nach dem EKK bestimmi.

Klinische Daten

Patientenzah! (n) 29

Alter (Monate) 25 (3-213)

Diagnose ()" nicht zyanotisch: 13
zyanotisch: 16

Dauer des extrakorporalen Kreislaufs (Minuten) 61 (31-152)

Dauer der Myokardischdmie (Minuten) 54 (7-105)

Durchfithrung eines Kreislaufstillstandes (n) i8

Dauer des Kreislaufstillstandes (Minuten) 51 (6-60)

Tiefste oesophageale Temperatur (°C) 17(13-30,5)

Tabelle 4.1. Die Werte sind als Anzahl (n) oder als Medianwert und (Range) angegeben.
® Siehe Anhang 1.

Die mediane Dauer des EKK betrug 54 Minuten (31-125) bei den Patienten, die mit KSS
operiert wurden und 75 Minuten (32-152) bei denjenigen die ohne KSS operiert wurde (p,
nicht signifikant).

Komplementproteine

-C3

Die C3-Werte fielen von normalen prioperativen Werten (87,6 = 11,2 mg/dl) auf signifikant
erniedrigte Werte 10 Minuten nach Einleitung des EKK ab (51,8 £ 3,7 mg/d!) (p<0,05 ). Im
weiteren blieben die C3-Werte bis zum Ende des EKK nach Protamingabe unveréndert. Die

C3-Werte stiegen am 1. postoperativen Tag signifikant an (p<0,005) und erreichten
normale prioperative Werte ab dem 2. postoperativen Tag (Abbildung 4.1).
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- C3d/C3

Eine signifikante C3-Konversion wurde bei allen Patienten wihrend des EKK beobachtet.
C3d/C3 stieg von normalen préaoperativen Werten (0,79 £ 0.06) auf signifikant erhohte
Werte nach Beendigung des EKK nach Protamingabe an (1,53 + 0,1) (p<0,0001). Die C3-
Konversion wihrend des EKK war bereits nach der Reventilation der Lungen signifikant im
Vergleich zu den Werten, die unmittelbar nach der Einleitung des EKK gemessen wurden
(p<0,0001) (Abbildung 4.2).

Es bestand keine Korrelation zwischen der Dauer des EKK, dem Grad der Hypothermie
wihrend des EKK und dem C3d/C3-Quotienten am Ende des EKK. Der C3d/C3-Quotient
zu Beginn der Aufwéirmphase korrelierte mit der Dauer der Myokardischimie (Spearman:
0,52, p<0,01). Der Grad der C3-Konversion am Ende des EKK blieb von der
Durchfithrung eines totalen KSS unbeeinfluflt.

-C4

Die C4-Werte fielen von normalen prioperativen Werten (17,1 £ 1.9 mg/dl) auf signifikant
erniedrigte Werte 10 Minuten nach Einleitung des EKK ab (9,3 £ 0,7 mg/dl) (p<0,0001).
Im weiteren blieben die C4-Werte bis zum Ende des EKK unverindert. Ein signifikanter
Anstieg wurde nach Protamingabe beobachtet (p<0,005). Die C4-Werte sticgen ab dem

ersten postoperativen Tag langsam an und erreichten ab dem 2. postoperativen Tag normale
prioperative Werte (Abbildung 4.3).

- C5a

Am Ende des EKK und nach Protamingabe wiesen alle Patienten deutlich abnorm erhohte
C5a-Werte auf (17,8 £ 2,3 pg/l). Es bestand keine Korrelation zwischen der Dauer des

EKK, der Dauer der Myokardischiimie, dem Grad der Hypothermie oder der Durchfiihrung
eines totalen KSS und den C5a-Werten.
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- Leukozytenzahl

Die Leukozyten fielen von normalen prioperativen Werten (7426 + 599 Zellen/mm?) auf
signifikant erniedrigte Werte 10 Minuten nach Einleitung des EKK ab (4312 £ 569
Zellen/mm?®) (p<0,001). Die Leukozytenzahl stieg zwischen der Lungenreventilation und
dem Ende der Aufwirmphase signifikant an (p<0,05) und ferner von 7075 + 1578
Zellen/mm® am Ende des EKK auf 14456 + 1806 Zellen/mm® nach Protamingabe (p<0,001).
Neutrophile zeigten einen vergleichbaren Verlauf mit signifikantem Abfall von normalen
prioperativen Werten (3692 + 499 Zellen/mm?®) auf signifikant erniedrigte Werte 10
Minuten nach Einleitung des EKK (1667 + 298 Zellen/mm®) (p<0,005). Die
Neutrophilenzahl stieg am Ende des EKK von 2735 + 605 Zellen/mm’ auf 8691 + 938
Zellen/mm® nach Protamingabe (p<0,02).

Es bestand keine Korrelation zwischen Leukozyten- oder Neutrophilenzahl, C3d/C3 und
C5a withrend und nach dem EKK.

- Neugeborene

Die Komplementproteine C3, C3d, C4 und C5a und die Leukozytenzahl wurden in einer
Gruppe von 13 Neugeborenen, deren klinische Daten in Tabelle 4.2 zusammengefaBt sind,

untersucht.

Klinische Daten

Patientenzahl (n) 13
Alter (Tage) 6 (4-8)
Diagnose (n) d-TGA: 10
TLVFE: 2
PS, Hypo RV: 1
Dauer des extrakorporalen Kreislaufs (Minuten) 67 (35-116)
Dauer der Myokardischdmie (Minuten) 62 (29-88)
Dauer des Kreislaufstillstandes (Minuten) 59 (26-80)
Tiefste oesophageale Temperatur (°C) 15 (12-17)

Tabelle 4.2. Die Werte sind als Anzahl (n) oder als Medianwert und (Range) angegeben. d-TGA: d-
Transposition der grolen Arterien; PS, Hypo RV: kritische Pulmonalstenose und hypoplastischer rechter
Ventrikel; TLVFE: totale Lungenvenenfehleinmi:ndung.

Komplementproteine

Eine signifikante C3-Konversion mit C5a-Freisetzung fand bei allen Neugeborenen wihrend
des EKK statt. C4 fiel bei Einleitung des EKK signifikant ab und blieb bis zum Ende des
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EKK unverindert. Es gab keine Korrelation zwischen der C3-Konversion und der C5a-
Freisetzung und der Dauer des EKK, der Myokardischimie und des KSS.

Leukozytenzahl

Leukozyten und Neutrophile lagen prioperativ bei allen Neugeborenen im
altersentsprechenden Normbereich. Leukozyten und Neutrophile fielen bei Einleitung des
EKK und weiter nach Reinstitution des EKK nach Beendigung des KSS signifikant ab. Die
Leukozyten- und Neutrophilenzahl blieb bis zum Ende des EKK unverindert. Ein
signifikanter Anstieg der Leukozyten- und Neutrophilenzahl wurde nach Protamingabe
beobachtet. Leukozyten- und Neutrophilenzahl bei Reinstitution des EKK nach KSS
korrelierten mit dem zum selben Zeitpunkt gemessenen C3d/C3-Quotienten (Spearman,
0,71 bzw. 0,70, p<0,02). Die C3d/C3-, C4-, C5a- und Leukozytenzahlwerte vor und
withrend des EKK sind in der Tabelle 4.3 angegeben.

Probenentnahme
1 2 3 4 5 6
C3d/C3 0,86+0,16 0,78+0,14 1,1%£0,13 1,19%0,18 1,19+0,16 1,3940,16*
C4 (mg/dl) 13,5+1,6 7.8£1,2 6,3%1,16 7,6%1,2 7,5+1,2 10,4+0.9
C5a (ug/h) 18,6+2,0

Leukozyten 10060997 3212+203 * 2421+230° 23784258 23294213 7190+582°
(Zellen/mm®)
Neutrophilen 5142+445 1464£122° 947+110 987+156 1000+109 41014417°
(Zellen/mm’)

Tabelle 4.3. Die Werte sind als Mittelwert+SEM angegeben, Probenentnahmen: 1: priioperativ; 2: 10
Minuten nach Einleitung des EKK; 3: nach Reinstitution des EKK nach KSS; 4: nach
Lungenreventilation; 5: am Ende der Aufwiirmphase; 6: nach Protamingabe. * p<0,0001 im Vergleich zu
den zum Zeitpunkt 2 gemessenen Werten. * p<0,0001; ® p<0,005 im Vergleich zur vorangehenden
Probenentnahme.

ZusammengefaBt zeigen diese Ergebnisse, daf eine signifikante Komplementaktivierung mit
C3-Konversion und C5a-Freisetzung wihrend Herzlungenmaschinen-Operationen bei
Kindern, Siuglingen und auch Neugeborenen stattfindet. Dieses Phdnomen ist von der
Dauer des EKK, vom Grad der Hypothermie und von der Durchfiihrung eines KSS
unabhiingig, wird aber bei Siuglingen und Kindern von der Dauer der Myokardischémie
beeinfluft. Die am Ende des EKK. beobachtete Leukozytose und Neutrophilie steht
jenseits des Neugeborenenalters nicht in direkter Relation zum Ausmal der
Komplementaktivierung, die wihrend des EKK stattfindet.
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4.1.2 Leukozytenmobilisation

In einer Gruppe von 26 Kindern, deren klinische Daten in Tabelle 4.4 zusammengefalit
sind, wurden Leukozytenzahl und Differentialblutbild vor, wihrend und nach dem EKK

untersucht,

Klinische Daten

Patientenzahl (n) ' ) 26

Alter (Monate) 49,5 (7-164)

Diagnose (n) zyanotisch: 16
nicht zyanotisch: 20

Dauer des extrakorporalen Kreislaufs (Minuten) 75,5 (33-135)

Dauer der Myokardischimie (Minuten) 55,5 (9-82)

Durchfithrung eines Kreislaufstillstandes (n) 10

Dauer des Kreislaufstillstandes (Minuten) 51 (31-64)

Tiefste oesophageale Temperatur {°C) 21,2 (14-28,4)

Tabelle 4.4. Die Werte sind als Anzahl (n) oder als Medianwert und (Range) angegeben,
®: Siche Anhang IL

Verlauf der Leukozyten vor, wiihrend und nach dem EKK

Leukozytenzahl und Differentialblutbild lagen prioperativ bei allen Patienten im
Normbereich. Nach Heparingabe wurde keine signifikante Veriinderung der
Leukozytenzahl beobachtet. Bis auf Lymphozyten fiel die Zahl aller Leukozytenformen
nach Einleitung des EKK signifikant ab. Die Zahl aller Leukozytenformen (bis auf
Eosinophile, deren Zahl signifikant abfiel) blieb wihrend des EKK bis zum Ende der
Aufwirmphase unveréndert. Ein signifikanter Anstieg aller Leukozytenformen (bis auf
Lymphozyten und Basophile) wurde nach Protamingabe beobachtet.

Die Leukozytenzah! und das Differentialblutbild vor, wihrend und nach dem EKK sind in
Tabelle 4.5 zusammengefaBt. Ihr Verlauf ist in der Abbildung 4.4 graphisch dargestellt.

Es bestand eine Korrelation zwischen der Dauer des EKK und

- der Leukozytenzahl am Ende der Aufwiirmphase und nach Protamingabe (Spearman: 0,43
und 0,49, p<0,05),

- der Neutrophilenzahl am Ende der Aufwirmphase und nach Protamingabe (Spearman:
0,53 und 0,54, p<0,05),

- der Lymphozyten- und Eosinophilenzahl nach Protamingabe (Spearman: 0,43 und 0,44
p<0,05).

Es bestand eine Korrelation zwischen der minimalen oesophagealen Temperatur wihrend
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des EKK und der Leukozytenzahl (Spearman: 0,59, p<0,002), Lymphozytenzahl
(Spearman: 0,51, p<0,001) und Monozytenzahl (Spearman, 0,51, p<0,001) am Ende der
Aufwirmphase.

Die Neutrophilenzahl am Ende der Aufwirmphase war bei den Patienten, die mit KSS
operiert worden waren, signifikant niedriger als bei den Patienten, die ohne KSS operiert
worden waren (1520410 versus 4238+620 Zellen/mm’®, p<0,02).

Probenentnahmen

1 2 3 4 5

Leukozyten 7670£721  8502+616  5486+556° 5886703  11458+1740°
Neutrophile 33654864  4278+414  2464+286° 33832524 11322+1439°
Lymphozyten  3546%415 3 130£251  2480+204° 26704302 3010+339

Monozyten 410+70 51057 330+59° 240+47 400497
Eosinophile 225454 190+42 112+£27° 56+£19°¢ 140434 °
Basophile 3919 2110 4+4¢ 139 65

Tabelle 4.5. Leukozytenzah! und Differentialblutbild (Zellen/mm’) sind als Mittelwert + SEM angegeben.
Probenentnahmen: 1: prioperativ; 2: nach Heparingabe; 3: 10 Minuten nach Einleitung des EKK; 4: am
Ende der Aufwirmphase; 5: nach Protamingabe. * p<0,0001; °p<0,001; °p<0,005; 19<0,05;

¢ p=0,1 im Vergleich zur vorangehenden Probenentnahme.

§

P88 &

Zelizahl (zellan/mm3)
§

:

g

Praoperativ nach Heparin 10 Minuten EKK T°>30°C nach Protamin

Abbildung 4. Verlauf der Leukozyten vor, wihrend und nach EKK.

Leukozyten (@); Neutrophile (O), Lymphozyten (A); Monozyten (M); Eosinophile (#); Basophile ().
* signifikanter Abfall aller Leukozytenformen bis anf Lymphozyten. ** signifikanter Anstieg aller
Leukozytenformen bis auf Lymphozyten und Basophile.
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ZusammengefaBt zeigen diese Ergebnisse, daB bei Einleitung des EKK einé signifikante
Leukopenie auftritt, die bis auf die Lymphozyten alle Leukozytenformen betrifft.
Wihrend des EKK selbst bleibt die Leukozytenzahl unveréindert, Eosinophile fallen am
Ende der Aufwérmphase signifikant ab. Eine signifikante Leukozytose, die bis auf die
Lymphozyten und Basophile alle Leukozytenformen betrifft, wird am Ende des EKK.
beobachtet.

Leukozytenbewegungen wihrend des EKK werden von operativen Parametern wie Dauer
des EKK, Grad der Hypothermie wihrend des EKK und Durchfiihrung eines KSS
beeinflufit.

4.1.3 Leukozyten- und Mastzellendegranulierung

- Elastase

Die Leukozyten-Elastase wurde bei den Patienten, die unter 4.1.1 beschrieben sind,
bestimmt. Die Leukozyten-Elastase stieg von 67+5,3 pig/l 10 Minuten nach Einleitung des
EKK bis auf 273147 pg/l nach Protamingabe signifikant an (p<0,0001). Der Anstieg der
Elastase-Konzentrationen wihrend des EKK korrelierte mit der Dauer des EKK und mit
der Dauer der Myokardischémie (Spearman: 0,5 and 0,51, p<0,05), jedoch nicht mit dem
Grad der Hypothermie wihrend des EKK. Der Anstieg der Elastase-Konzentrationen
wihrend des EKK korrelierte mit dem C3d/C3-Quotienten zum Zeitpunkt der
Lungenreventilation (Spearman: 0,45, p<0,02), am Ende der Aufwiirmphase (Spearman:
0,44, p<0,02) und nach Protamingabe (Spearman: 0,47, p<0,02). Es bestand keine
Korrelation zwischen der Leukozytenzahl und den Elastase-Konzentrationen wihrend des
EKK.

- Myeloperoxidase (MPO)

MPO wurde bei 25 Patienten, deren klinische Daten in Tabelle 4.6 zusammeﬁgefaﬁt sind,
vor, wihrend und nach dem EKK untersucht. C3d/C3 und Leukozytenzahl im
Zusammenhang mit dem EKK bei diesen Patienten sind in Tabelle 4.7 angegeben.

Die MPO-Konzentrationen stiegen im Vergleich zu den priioperativen Werten 10 Minuten
nach Einleitung des EKK signifikant an (p<0,0001) und erreichten damit maximale Werte.
Im weiteren fielen die MPO-Konzentrationen am 1. postoperativen Tag auf normale
prioperative Werte zuriick (Abbildung 4.5). Die MPO-Konzentrationen nach
Protamingabe und 4 Stunden PO korrelierten mit der Dauer des EKK (Spearman: 0,41 und
0,59, p<0,05 und p<0,001) und mit der Dauer der Myokardischdmie (Spearman: 0,53 und



0,75, p<0,05 und <0,001).' Es bestand eine negative Korrelation zwischen den MPO-
Konzentrationen 4 Stunden PO und der minimalen oesophagealen und rektalen Temperatur
withrend des EKK (Spearman: -0,49 und -0,60, p<0,05 und p<0,001) (Abbildung 4.6).

Die MPO-Konzentrationen 4 Stunden PO korrelierten mit dem C3d/C3-Quotienten nach
Protamingabe und 4 Stunden PO (Spearman: 0,59 und 0,75, p<0,001) (Abbildung 4.7). Es
bestand keine Korrelation zwischen Leukozytenzahl und MPO-Konzentrationen wihrend
und nach dem EXK.

Klinische Daten

Patientenzahl (n) 25

Alter (Monate) 69 (9-151)
Diagnose (n) " nicht zyanotisch
Dauer des extrakorporalen Kreislaufs (Minuten) 71 (26-121)
Dauer der Myokardischémie (Minuten) 30 (14-81)
Durchfiihrung eines Kreislaufstillstandes (n) 3

Tiefste oesophageale Temperatur (°C) 26 (15-31)
Tiefste rektale Temperatur (°C) 28 (17,6-33)
Tiefste Bluttemperatur (°C) 17,5 (12,5-24,8)

Tabelle 4.6. Die Werte sind als Anzahl (n) oder als Medianwert und (Range) angegeben.""Siche Anhang III.

Probenentnahmen
1 2 3 4 5
Leukozyten 8512460 69171385 39294388 55691724 13654+1194
C3d/C3 0,78%0,05 0,88%0,06 1,19+0,06 1,5440,14 1,81+0,11

Tabelle 4.7. Leukozytenzahl (Zellen/mm™) und C3d/C3 sind als Mittelwert + SEM angegeben.
Probenentnahmen: 1: pricperativ; 2: nach Heparingabe; 3: 10 Minuten nach Einleitung des EKK;
4: am Ende der Aufwirmphase; 5: nach Protamingabe.
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600+ Abbildung 4.5. Verlauf der MPO vor,
5001 withrend und nach EKK. * p<0,0001;
400+ ** p<0,005 und *** p<0,02 im Vergleich
3004 zum prioperativen Wert.

200+
100

MPO {microg/ml}
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1. PO Tag 1

Préoperativ
10 Minuten EKK 1
nach Protamin 7
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Abbildung 4.6. Korrelation zwischen MPO-
Werten 4 Stunden PO und minimaler rektaler
Temperatur wihrend des EKK. Spearman: -0,60

Abbildung 4.7. Korrelation zwischen
MPO-Werten und C3d/C3 4 Stunden PO.
Spearman: 0,75 (p<0,001), (n=23).

(p<0,001), (n=23).

- Eosinophil Cationisches Protein (ECP)

Der Verlauf von ECP wurde bei den 26 Patienten, die unter 4.1.2 beschrieben sind,
untersucht.

Die ECP-Konzentrationen lagen préoperativ im Normbereich und blieben nach Heparingabe
unveréindert. Ein nicht signifikanter Anstieg der ECP-Konzentrationen wurde 10 Minuten
nach Einleitung des EKK beobachtet. Die ECP-Konzentrationen stiegen wihrend des EKK
signifikant an (p<0,02), wobei die ECP-Freisetzung tiber die EKK-Zeit hinaus andauerte.
Die ECP-Konzentrationen erreichten ihren Gipfel 4 Stunden postoperativ (p<0,01 im
Vergleich zu den prioperativen Werten). Danach wurde eine Abnahme der ECP-
Konzentrationen beobachtet, die am 1. PO Tag keinen Unterschied mehr zu den
préoperativen Werten aufwiesen (Abbildung 4.8).

Es bestand keine Korrelation zwischen ECP-Konzentrationen am Ende des EKK und
wihrend der ersten 24 Stunden PO und der Dauer des EKK, der Myokardischiimie und
dem Grad der Hypothermie wihrend des EKK. Die ECP-Konzentrationen wihrend und
nach dem EKK waren bei den Patienten, die mit und ohne KSS operiert worden waren,
gleich. Es bestand keine Korrelation zwischen der Eosinophilenzahl und den ECP-
Konzentrationen wihrend und nach dem EKK.
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- Histamin

Der Verlauf der Histaminkonzentrationen wurde wihrend und nach dem EKK bei den
Patienten, die unter 4.1.2 beschrieben sind, untersucht.

Ein nicht signifikanter Anstieg der Histaminkonzentrationen wurde wahrend des EKK
beobachtet. In den 4 ersten PO Stunden stiegen die Histaminkonzentrationen signifikant an
(p<0,01) und blieben im Vergleich zu den bei der Einleitung des EKK bestimmten Werten
bis zum 1. PO Tag signifikant erhsht (p<0,0001) (Abbildung 4.9).

Betrachtet man die Patienten einzeln, so wiesen 4 Stunden PO 8 der 26 untersuchten
Kinder einen Anstieg der Histaminkonzentration von iiber 200% des Ausgangswertes bei
Einleitung des EKK auf.

Es bestand keine Korrelation zwischen den Histaminkonzentrationen wéhrend und nach
dem EKK, der Dauer des EKK und der Dauer der Myokardischiimie. Dagegen bestand eine
negative Korrelation zwischen den Histaminkonzentrationen 4 Stunden PO und dem
tiefsten Grad der Hypothermie wihrend des EKK (Spearman: 0,6, p<0,001).

Patienten, die mit KSS operiert wurden, wiesen 4 und 24 Stunden PO signifikant héhere
Histaminkonzentrationen auf als die Patienten, dic ohne KSS operiert wurden (Histamin 4
Stunden PO: 9183294 versus 182 £14 pg/ml (p<0,005) und Histamin 24 Stunden PO:
7584247 versus 293+71 pg/ml, p<0,05). Es bestand keine Korrelation zwischen der
Basophilenzahl und den Histaminkonzentrationen wahrend des EKK.
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- Prostaglandin D, (PGD;)

PGD, wurde als Marker fiir die Mastzellendegranulierung vor, wihrend und nach dem

EKK bei 11 der 26 unter 4.1.2 beschriebenen Patienten untersucht.

Die PGD, -Konzentrationen betrugen bei Einleitung des EKK 17,2 2,1 pg/ml und
4nderten sich wihrend des EKK nicht signifikant. Ein signifikanter Anstieg wurde 4
Stunden PO beobachtet (p<0,05). PGD, -Konzentrationen erreichten die bei Einleitung des
EKK gemessenen Ausgangswerte am 1. PO Tag (Abbildung 4.10).

Es bestand keine Korrelation zwischen den PGD, -Konzentrationen wiihrend und nach dem
EKK und der Dauer des EKK, der Dauer der Myokardischimie und dem Grad der
Hypothermie wihrend des EKK.

Es bestand keine Korrelation zwischen den Histamin- und PGD, -Konzentrationen
withrend und nach dem EKK. Die § Kinder, deren Histaminkonzentrationen 4 Stunden PO
einen Anstieg von iiber 200% im Vergleich zu den Ausgangswerten verzeichneten, zeigten

zu diesem Zeitpunkt keine erhshten PGD, -Konzentrationen.
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600"
30+
500
25-
= 4001 =
£300 8
g § 15-
T 200
104
100 5
0 T 0
i § & £ : & &k
£ g £ & 5 g 3 g
£ g & : = 5 a -
Abbildung 4.9. Verlauf des Histamins Abbildung 4.10. Verlauf des PGD, wihrend und
wiihrend und nach EKK. * p<0,01 im nach EKK. * p<0,05 im Vergleich.zum Wert bei
Vergleich zu dem bei Einleitung des EKK Einleitung des EKK.

gemessenen Wert.
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ZusammengefaBt findet wihrend des EKK eine signifikante Leukozytendegranulierung mit
Freisetzung von Elastase, MPO, ECP und Histamin statt. Eine signifikante PGD, -
Freisetzung 146t sich in den ersten PO Stunden nachweisen, als Hinweis auf eine
Mastzellendegranulierung im Zusammenhang mit dem EKK. Eine Korrelation zwischen
Histamin- und PGD, -Freisetzung besteht jedoch nicht.

Die Freisetzung von Elastase und MPO wihrend und nach dem EKK wird von der Dauer
des EKK und der Myokardischéimie beeinflufit, wihrend die Freisetzung von MPO und
Histamin vom Grad der Hypothermie wihrend des EKK abhiingig ist. Elastase- und MPO-
Freisetzung korrelieren mit dem Grad der C3-Konversion, die wihrend des EKK

stattfindet. Eine Korrelation zwischen der Leukozytenzahl wihrend und nach dem EKK

und den Konzentrationen ihrer Degranulationsprodukte besteht nicht.

4.1.4 Zytokinsynthese

In einer Gruppe von 11 Patienten, deren klinische Daten in Tabelle 4.8 zusammengefal3t
sind, wurden Leukozytenzahl (mit Differentialblutbild} und Verlauf von TNFa, IL8 und
1110 vor, wihrend und nach dem EKK untersucht. Der transpulmonale Gradient (d.h. die
Differenz zwischen den im pulmonalarteriellen und im pulmonalvensen Blut gemessenen
Konzentrationen) von TNFo, IL8 und IL10 wurde wihrend und nach dem EKK bestimmt.
Die MPO-Konzentrationen vor, wihrend und nach dem EKK als Marker fiir die
Leukozytenaktivierung wurden ebenfalls untersucht.

Der Verlauf von IL6 und die postoperativen CRP-Werte wurden bei den unter 4.1.3
(Tabelle 4.6) beschricbenen Patienten analysiert.

Klinische Daten

Patientenzahl (n) 11

Alter (Monate) 3 (2-10)

Diagnose (n) W nicht zyanotisch: 8
zyanotisch: 3

Dauer des extrakorporalen Kreislaufs (Minuten) 89 (59-210)

Dauer der Myokardischimie {(Minuten) 57 (27-107)

Durchfithrung eines Kreislaufstillstandes (n) 0

Tiefste rektale Temperatur {°C) 27,7 (22,5-30,7)

Tabelle 4.8. Die Werte sind als Anzahl (n) oder als Medianwert und (Range) angegeben. 'Siehe Anhang IV
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- Leukozyten und MPO

Leukozyten-, Neutrophilen-, Lymphozyten- und Monozytenzahl sowie MPO-
Konzentrationen vor, wihrend und nach dem EKK sind in den Tabellen 4.9 und 4.10

zusammengefalt.

Probenentnahmen

1 .2 3 4

Leukozyten 8918£716 39001440 43271600 82401902
Neutrophile 30601400 1350187 19401475 43304640
Lymphozyten 52401670 2370+320 24221325 35901720
Monozyten 449172 119436 207144 24674
MPO 28+19 167127 217125 331437

Probenentnahmen

5 6 7 8 9

Leukozyten 12581+£1290 1133611126 1138111080 15245+1080 14218+1017
Neutrophile 85071975 70931917 83121990 11360+1170 10530+1030
Lymphozyten 38444605  3780+t889  2490+380 29121342 28504341
Monozyten 176137 407196 554+87 860£130 694196
MPO 248+18 188135 180+£37 86125 26+4

Tabelle 4.9 und 4.10. Zellzahi (Zellen/mm’) und MPO-Konzentrationen (ug/ml) sind als Mittelwert

+ SEM angegeben,

Probenentnahmen: 1: préoperativ; 2: 10 Minuten nach Einleitung des EKK; 3: nach Entfernung der
Aortenklemme; 4: am Ende der Aufwérmphase; 5: nach Protamingabe; 6: 2 Stunden PO; 7: 4 Stunden
PO; 8: 12 Stunden PO; 9: 24 Stunden PO.

Eine Korrelation zwischen MPO-Konzentrationen und Leukozytenzahl wurde nicht

becobachtet.

- TNFo.

Der prioperative TNFa-Wert betrug 26,5+9,7 pg/ml. Eine signifikante Abnahme des
TNFa-Wertes wurde nach Einleitung des EKK beobachtet (p<0,005). Eine kontinuierliche
signifikante TNFo-Freisetzung fand wihrend des EKXK statt (p<0,005), wobei der Gipfel
der TNFa-Freisetzung nach Protamingabe beobachtet wurde (p<0,001 im Vergleich zu den
prioperativen Ausgangswerten). TNFa erreichte bei allen Patienten am 1. PO Tag
préoperative Werte (Abbildung 4.11). Eine transpulmonale Differenz des TNFa-Wertes
withrend und nach dem EKK bestand nicht.

Eine Korrelation zwischen dem TNFo-Wert und der Leukozytenzahl oder den MPO-
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Konzentrationen wurde nicht beobachtet.
Ebenfalls bestand keine Korrelation zwischen dem TNFo-Wert nach dem EKK und der
Daver des EKK, der Dauer der Myokardischimie und dem Grad der Hypothermie wihrend

des EKK.
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Der prioperative IL8-Wert betrug 9,0+5,7 pg/ml. Eine kontinuierliche signifikante IL8-
Freisetzung wurde wiihrend des EKK beobachtet (p<0,01). IL-8 stieg nach dem EKK
weiter an und erreichte seinen Gipfel 2 Stunden PO (p<0,01 im Vergleich zu den
prioperativen Ausgangswerten). IL8 erreichte normale prioperative Werte am 1. PO Tag
(Abbildung 4.12). Eine transpulmonale Differenz des IL8-Wertes wurde nicht beobachtet.
Der IL8-Wert 10 Minuten nach Einleitung des EKK korrelierte mit der Leukozytenzahl zu
diesem Zeitpunkt (Spearman: 0,65, p<0,05). Eine negative Korrelation bestand zwischen
dem IL8-Wert und der Monozytenzahl am Ende des EKK (Spearman: -0,77, p<0,01), nach
Protamingabe (Spearman: -0,62, p<0,05) und 2 Stunden PO (Spearman: -0,70,p<0,02).
Abbildung 4.13 zeigt die Beziehung zwischen dem IL8-Wert und der Monozytenzahl 2
Stunden PO. Es bestand keine Korrelation zwischen dem IL8-Wert am Ende des und nach



51

dem EKK und der Dauer des EKK, der Dauer der Myokardischéimie und'dem Grad der
Hypothermie wihrend des EKK.
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Abbildung 4.12. Verlauf des IL8 vor, Abbildung 4.13. Korrelation zwischen
wihrend und nach EKK. * p<0,01 im der IL8-Konzentration und der
Vergleich zum prioperativen Wert Monozytenzahl 2 Stunden PO.
Spearman: -0,70 (p<0,02), (n=10).
-1L10

Der préoperative IL10-Wert betrug 8,444,9 pg/ml. Die IL-10-Werte stiegen nach
Einleitung des EKK signifikant an (p<0,02) und blieben im Vergleich zu den prioperativen
Werten bis zum Ende des EKK erhoht, normalisierten sich jedoch zum Zeitpunkt der
Protamingabe. Im weiteren stiegen die IL10-Werte nach dem EKK an, erreichten im
Vergleich zu den prioperativen Ausgangswerten signifikant erhhte Werte 4 Stunden PO
(p<0,05) und zeigten ihren Gipfel am 1. PO Tag (p<0,02). Die IL10-Werte hatten sich 48
Stunden PO normalisiert {(Abbildung 4.14).

Eine transpulmonale Differenz der I1.10-Werte wihrend und nach dem EKK wurde nicht
beobachtet,

Es bestand weder eine Korrelation zwischen der Leukozytenzah! und den IL10-Werten

noch eine Korrelation zwischen den MPO-Konzentrationen und den IL10-Werten wiihrend
oder nach der Operation. Ebenso korrelierenten die IL10-Werte nicht mit den TNFa- und

IL8-Konzentrationen.
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Eine negative Korrelation bestand zwischen den IL10-Werten 4 und 24 Stunden PO und der

tiefsten rektaien Temperatur wibrend des EKK (Spearman: ~0,77 und -0,89, p<0,01 und
p<0,001). Abbildung 4.15 zeigt die Beziehung zwischen maximalem IL10-Wert 24 Stunden

PO und tiefster rektaler Temperatur wihrend des EKK.
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Abbildung 4.14. Verlauf des IL10 vor,
wihrend und nach EKK. * p< 0,02 im
Vergleich zum prioperativen Wert.
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Abbildung 4.15. Korrelation zwischen
dem IL10-Wert am ersten PO Tag und
der minimalen rektalen Temperatur
wihrend des EKK. Spearman: -0,89
(p<0,001), (n=11).

Der prioperative IL6-Wert betrug 9+1,7 pg/ml. Eine signifikante [L6-Freisetzung fand
withrend des EKK statt (p<0,0001). IL6 stieg weiter an und erreichte seinen maximalen

Wert im untersuchten Zeitraum 4 Stunden PO (p<0,0001 im Vergleich zu den

prioperativen Werten) (Abbildung 4.16)

Es bestand keine Korrelation zwischen den IL6-Konzentrationen withrend und nach dem

EKK und der Dauer des EKK sowie der Dauer der Myokardischdmie. Dagegen bestand

eine negative Korrelation zwischen den IL6-Kenzentrationen 4 Stunden PO und der

tiefsten Maschinenblut-Temperatur wahrend des EKK (Spearman: -0,51, p<0,05)

(Abbildung 4.17).



53

Eine Korrelation wurde zwischen der IL6-Konzentration 4 Stunden PO und dem CRP-
Wert 12 Stunden PO beobachtet (Spearman: 0,73, p<0,002) (Abbildung 4.18).
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Abbildung 4.16. Verlauf des IL6 vor,
wihrend und nach EKK. * p<0,0001 im
Vergleich zum prioperativen Wert.

Abbildung 4.17. Bezichung zwischen
den IL6-Konzentrationen 4 Stunden PO
und der minimalen Maschinenblut
Temperatur, Spearman: -0,51 (p<0,05),
(n=17).
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ZusammengefaBt findet wihrend des EKK eine signifikante TNFot-, IL6-, IL8- und IL10-
Freisetzung statt, die von der Dauer des EKK und der Myokardischémie nicht beeinfluf3t
wird. Hingegen korrelieren IL6- und IL10-Freisetzung (aber nicht die TNFo— und IL8-
Freisetzung) mit dem Grad der Hypothermie withrend des EKK.

Weiterhin wird eine Korrelation zwischen den IL8-Konzentrationen und der
Leukozytenmobilisation wihrend des EKK beobachtet.
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4.2 Beziehung zwischen Entziindungsreaktion und postoperativen

Komplikationen

4.2.1 Komplement- und Leukozytenaktivierung und Multiorganversagen (MOYV)

Die Beziehung zwischen Komplement- und Leukozytenaktivierung und MOV wurde bei

den unter 4.1.1 beschriebenen Patienten untersucht.

4.2.1.1 Klinische Ergebnisse

Ein postoperatives MOV, der unter 3.1.4 angegebenen Definition entsprechend, trat bei 8
der 29 untersuchten Patienten (27,5%) auf. Drei dieser Patienten verstarben.

Das Alter bei der Operation und Dauer des EKK, der Myokardischimie und des KSS
waren bei den Patienten, die ein MOV entwickelten oder nicht entwickelten, nicht
signifikant unterschiedlich (Tabelle 4.11). Sieben der 8 Patienten mit MOV litten an einem
zyanotischen Herzfehler, und 3 von diesen wurden nach Fontan operiert (Tabelle 4.12).
Die Patienten mit MOV zeigten alle eine Herz-Kreislauf-Insuffizienz, hohes Fieber
(Temperatur >39°C), ein akutes Nieren- und Leberversagen, Gerinnungsstérungen, eine
Thrombozytopenie, eine respiratorische Insuffizienz und eine neurologische Beteiligung in
den 3 ersten PO Tagen. Sieben der 8 Patienten mit MOV hatten postoperative
Rhythmusstdrungen, wobei 6 eine junktionale ektopische Tachykardie aufwiesen.

Die klinischen Ergebnisse der Patienten mit und ohne MOV sind in der Tabelle 4.13

zusammengefalt.

Klinische Daten Mit MOV Ohne MOV
n=8 n=21
Alter (Monate) 24,5 (7,5-213) 25 (3-119)
Dauer des extrakorporalen Kreislaufs (Minuten) 95 (42-152) 59 (31-125)
Dauer der Myckardischimie (Minuten) 61 (49-104) 56 (7-105)
Dauer des Kreislaufstilistandes (Minuten) 51 (46-60) 52 (6-59)

Tabelle 4.11. Die Werte sind als Median (Range) angegeben. Ein signifikanter Unterschied zwischen
Patienten mit und chne MOV besteht nicht.
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Diagnose Art der Operation mit MOV ohne MOV
n=38 n=21
ASDII Verschlufl 0 5
VSD Patchverschluf 0 50
Fallot’sche Tetralogie Korrektur 2 4
PA, VSD, AP-Shunt - RVOT-Erweiterung 0 1
- Korrektur 1 0
PA, hypoplastischer RV Atrioseptostomie 0 1
DORV, PS Korrektur 0 1
Taussig-Bing, PB - Senning, VSD-VerschluB} I 1
- ASO, VSD-Veschlufl 0 1
ASDI Korrektur 0 I
AVSD Korrektur 19 1
MS nach AVSD-Korrektur MKE 0 1
TA, PS Fontan 2 0
SV, TGA,PB Fontan 1 0

Tabelle 4.12. ASD: Vorhofseptumdefekt (I: primum Typ; II: secundum Typ); AP-Shunt: aorto-pulmonaler
Shunt; AVSD: atrioventrikuléirer Septumdefekt; DORV: Double outlet right ventricle; MS: Mitralstenose;
PA: Pulmonalatresie; PB: Pulmonalisbanding; PS: Pulmonalstenose; RVOT: rechtsventrikuldrer Ausflufi-
trakt; RV: rechter ventrikel; SV: univentrikulires Herz; TA: Trikuspidalatresie; Taussig-Bing: Taussig-Bing
Kon(lll):ulex; TgA: Transposition der groBen Gefifle; VSD: Ventrikelseptumdefekt. Patienten mit Trisomie
21: Y n=2," n=1.

Beteiligtes Patienten mit MOV Patienten ohne MOV p-

Organsystem n=8 n=21 Wert
Herz
- Rhythmusstdrungen: JET: n=6; AVBIIl: n=1 JET: n=2 <0,005
- Catecholaminbedarf: Adrenalin Adrenalin <0,001

und Dopamin: n=8 und Dopamin: n=0

Nieren
- Oligurie oder Anurie:  n=8 n=0 <0,005
- Peritonealdialyse: n=4
- Hemodialyse: n=1
Leber
- GOT=500 IEA: n=8 (Median: 4220 1E/) n=0 (Median: 242 IE/]) <0,001
- Bilirubin 220 umol/l:  n=8 (Median: 67 pmol/l) n=2 (Median: 30 pmol/l) ~ <0,001
Lungen n=6" n=4" <0,05
Zentralnervensystem
- Koma: n=7 n=0 <0,001
- Krampfanfille: n=1 n=0 NS
Fieber n=8 n=4 <0,001
Gerinnung
- PTZ<50%: n=8 (Median: 29%) n=1 (42%) <0,001
- Thrombozytopenie: n=8 (Median: 32.000/ml}) n=11 (Median: 84.000/ml) NS
Verstorbene n=3 n=1 NS

Tabelle 4.13. Die Werte sind als Anzahl (n) oder Median (Range) angegeben. AVB II1: kompletter
atrioventrikuliirer Block; JET: junktionale ektopische Tachykardie; GOT: Glutamat-Oxaloazetat-
Transaminase; PTZ: Prothrombinzeit; NS: nicht signifikant “: verstorbene Patienten ausgeschlossen.
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4.2.1.2 Komplement- und Leukozytenaktivierung
-C3

Prioperativ wiesen die Patienten mit und ohne MOV keine unterschiedlichen C3-Werte
auf. Bei Einleitung des EKK zeigten Patienten mit MOV im Vergleich zu den Patienten
ohne MOV signifikant niedrigere C3-Werte (p<0,02). Ein signifikanter Unterschied
zwischen beiden Gruppen war am Ende des EKK nach Protamingabe ebenfalls nachweisbar
(p<0,01) und blieb bis zum 5. PO Tag vorhanden (Abbildung 19).

-C4

C4 war prioperativ in beiden Gruppen nicht signifikant unterschiedlich. Patienten mit
postoperativem MOV zeigten bereits bei Einleitung des EKK signifikant niedrigere C4-
Werte als die Patienten ohne MOV (p<0,05). Dieser Unterschied blieb withrend des
gesamten EKK und wihrend der ersten PO Woche bestehen (Abbildung 20).

- C3d/C3

Der C3d/C3-Quotient war priioperativ in beiden Gruppen gleich. Patienten mit
postoperativem MOV wiesen bereits bei der Lungenreventilation signifikant hhere
C3d/C3-Werte auf als Patienten ohne MOV (p<0,05). Dieser Unterschied persistierte am
Ende der Aufwirmphase (p<0,05) und nach Protamingabe (p<0,05) sowie postoperativ bis
zum Ende der ersten PO Woche (Abbildung 21).

- C5a

Der nach Protamingabe gemessene C5a-Wert betrug 23,4144,3 g/l bei den Patienten mit
MOV und 16,1127 pg/l bei den Patienten ohne MOV (p, NS).

- Leukozytenelastase

Die Freisetzung der Leukozytenelastase withrend des EKK war bei den Patienten mit

MOV signifikant ausgepriigter als bei den Patienten ohne MOV und betrug 450+115 pg/l
versus 2201436 pg/l (p<0,05).
-CRP

Das CRP lag praoperativ bei allen Patienten unterhalb der Nachweisgrenze. Die Patienten
mit MOV hatten am 1. und am 2. PO Tag signifikant niedrigere CRP-Werte als die
Patienten ohne MOV (25125 mg/1 und 27+9,6 mg/1 versus 120+18 mg/l und 76112 mg/l,
p<0,0001 und p<0,002).
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Abbildung 19, Verlauf des C3 vor, Abbildung 20. Verlauf des C4 vor,
wihrend und nach EKK bei Patienten mit wiihrend und nach EKK bei Patienten mit
(unterbrochene Linie) und ohne MOV (unterbrochene Linie) und ohne MOV
(durchgezogene Linie). * zeigt einen (durchgezogene Linie). * (p<0,05) und
signifikanten Unterschied zwischen beiden ** (p<0,01) zeigen einen signifikanten
Gruppen (p<0,02). Unterschied zwischen beiden Gruppen.
3-
**x
2,54 dkek

Préoperativ

nach Heparin -

10 Minuten EKK 1
Lungen reventiliert -
T°>30°C 1

nach Protamingabe -
1. PO Tag

2. PO Tag

3. PO Tag 1

5. PO Tag 7
7. PO Tag 1

Abbildung 21. Verlauf des C3d/C3-Quotienten vor, wihrend und nach EKK bei Patienten mit
(unterbrochene Linie) und ohne MOV (durchgezogene Linie). * (p<0,05), ** (p<0,005) und
*4¥ (p<0,0001) zeigen einen signifikanten Unterschied zwischen beiden Gruppen.
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- Ergebnisse der logistischen Regression

Folgende Variablen wurden fiir die logistische Regression zur Voraussage des
postoperativen MOV mitanalysiert: das Alter bei der Operation, die prioperative
Zyanose, die Dauer des EKK, die Dauer der Myokardischiimie, der C3d/C3-Quotient bei
Lungenreventilation, am Ende der Aufwiirmphase und nach Protamingabe und die
Leukozytenelastase-Freisetzung wihrend des EKK.

Von den beriicksichtigten Variablen wurden der C3d/C3-Quotient bei der
Lungenreventilation und die Leukozytenelastase-Freisetzung wihrend des EKK in das
Endmodell aufgenommen (Tabelle 4.14). Das Modell erméglichte eine korrekte Voraussage
in 76% der Fille mit einer Spezifitit von 90% und einer Sensitivitit von 37,5%.

Variablen Parameterschiitzer Standard Fehler
Leukozytenelastase-Freisetzung 0,0057 0,0032
wihrend des EKK:

C3d/C3 bei Lungenreventilation: 1,35 0,80

Tabelle 4.14. Ergebnisse der logistischen Regression. Intercept: -0,45+1,66.

Zusammengefafit weisen Patienten, die ein postoperatives MOV entwickeln, bereits
withrend des EKK eine signifikant ausgeprigtere C3-Konversion und Leukozytenelastase-
Freisetzung auf als Patienten, die diese Komplikation nicht zeigen. Eine abnorme C3-
Konversion sowie deutlich emiedrigte C3- und C4-Werte sind bei den Patienten mit MOV

bis zum Ende der ersten PO Woche nachweisbar.

4.2.2 Histaminfreisetzung und voriibergehende postoperative Rhythmusstérungen

(RS)

4.2.2,1 Klinische Ergebnisse

Die Patienten, die unter 4.1.2 beschrieben sind, wurden je nach Auftreten von
voribergehenden postoperativen RS, wie sie unter 3.1.5 definiert sind, analysiert. Acht der
26 Patienten entwickelten transitorische postoperative RS.

Die Patienten mit RS waren jiinger als die Patienten ohne RS (p<0,05). Die Dauer des
EKK und der Myokardischémie waren in beiden Gruppen identisch. Ein KSS war bei den
Patienten mit RS signifikant hiufiger durchgefiihrt worden als bei den Patienten ohne RS
(6/8 versus 4/18) (p<0,05). Der unmittelbar postoperative Katecholamin- (Adrenalin,
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Dopamin) und Natriumnitroprussid-Bedarf war in beiden Gruppen gleich, Tabelle 4.15

faft klinische Parameter bei den Patienten mit und ohne RS zusammen.

Mit RS Ohne RS P-Wert
(n=8) (n=18)
Alter (Monate) 14,5 (7-135) 61,5 (8-164) <0,05
Dauer des EKK (Minuten) 60,5 (41-135) 80 (33-122) NS
Dauer der Myokardischiimie (Minuten) 59 (20-74) 53 (9-82) NS
Durchfithrung eines KSS (n) 6 4 <0,05
Dauer des KSS (Minuten) 57,5 (31-64) 43 (41-52) NS
Adrenalin PO (ug/kg/Minute) 0,09 (0-0,58) 0 (0-0,34) NS
Dopamin PO (ug/kg/Minute) 3,75 (0-7) 3,82 (0-7) NS
Natriumnitroprussid PO (ug/kg/Minute) 0,65 (0,05-1,6) 0,55 (0-1,56) NS

Tabelle 4.15. Die Werte sind als Anzahl (n) oder Median (Range) angegeben. RS: postoperative transi-
torische Rhythmusstrungen; EKK: extrakorporaler Kreislauf, KSS: Kreislaufitillstand; PO: postoperativ.

- Art der RS

Folgende RS wurden beobachtet: akzelerierter Knotenrhythmus (AKR) (n=3), junktionale
ektope Tachykardie (JET) (n=3), atrioventrikuliirer Block (AVB) IL. Grades Typ I (n=1)
und AVB 1II. Grades (n=1). Drei der 8 Patienten mit RS wiesen unmittelbar nach der
Operation einen normalen Sinusrhythmus auf und entwickelten ihre RS in einem Zeitraum
bis zu 5 Stunden PO (4 bis 5 Stunden, Median: 4 Stunden) (AKR: n=2, AVB II. Grades:
n=1). Der Patient mit AVB II. Grades zeigte initiale Episoden von Sinustachykardie, die
mit Phasen von AVB II. Grades alternierten und 12 Stunden andauerten. Der Rhythmus
war bei den 5 anderen Patienten bereits unmittelbar nach Beendigung der Operation
pathologisch: (AKR: n=3, JET: n=1, AVB III. Grades: n=1). Zwei der 3 Patienten mit
unmittelbar postoperativem AKR entwickelten eine JET 4 Stunden nach der Operation.
Finf der 8 Patienten mit RS benétigten eine antiarrhythmische Therapie: atriale oder
ventrikuliire Stimulation (oder beides) in 3 Fillen (AKR: n=1, AVB II. Grades: n=1, AVB
11I. Grades: n=1) und Digoxin wihrend 24 Stunden in 2 Fillen (beide mit JET). Die RS
verschwanden bei 6 der 8 Patienten nach 12 bis 96 Stunden (Median: 33 Stunden). Bei den
2 iibrigen Patienten maskierte die JET ein persistierendes Sinusknotensyndrom bzw. einen
AVB III. Grades, die nach 48 bzw. 54 Stunden PO offensichtlich wurden, als die
Knotenfrequenz abnahm. Bis auf diese 2 Patienten war der Befund des Langzeit-EKG’s
am Entlassungstag bei allen Patienten mit und ohne RS normal. Tabelle 4.16 fafit die
klinischen Daten der 8 Patienten mit RS zusammen.
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Patient Artder RS Maximale HF Beginn Ende Therapie RS bei

(Schliige/Min.) (St. PO) (St. PO) Entlassung

JET 150 sofort!) 48 Digoxin SSS
AKR 100 sofort 36 Pacing nein

10 AVBII 150 5 36 Pacing nein

12 AKR 100 4 30 nein nein

13 IET 180 sofort") 54 Digoxin  AVBIII

15 AKR 110 4 30 nein nein

17 JET 200 5 36 nein nein

19 AVBIII 40 sofort 96 Pacing nein

Tabelle 4.16. Patientennummer: siehe Anhang IIl. AVB: atrioventrikuldrer Block; AKR: akzelerierter
Knotenrhythmus; RS: Rhythmusstérungen; HF: Herzfrequenz; JET: junktionale ektopische Tachykardie;
PO: postoperativ; SSS: Sinusknotensyndrom; ST: Stunde.  Patient mit unmittelbar PO AKR.

4.2.2.2 Histamin und ECP-Freisetzung
- Histamin

Die Histaminkonzentration bei der Einleitung des EKK betrug 180176 pg /ml bei den
Patienten mit RS und 175178 bei den Patienten ohne RS (p=NS). Die Patienten mit RS
hatten einen signifikant ausgeprigteren Anstieg der Histaminkonzentrationen wihrend des
EKK und bis zu 4 Stunden PO (MANOVA, p<0,005) und zeigten signifikant hhere
Histaminkonzentrationen 4 Stunden PO als die Patienten ohne RS (p<0,02).

Fiinf der 8 Patienten mit RS und 3 der 18 Patienten ohne RS wiesen 4 Stunden PO einen
Anstieg ihrer Histaminwerte von iiber 200% der Ausgangswerte bei der Einleitung des EKK
(p=0,06) auf.

Der Verlauf der Histaminkonzentrationen wihrend und nach dem EKK bei den Patienten
mit und ohne RS ist in der Abbildung 22 dargestellt. Abbildung 23 detailliert diesen Verlauf
bei den 8 Patienten mit RS.

-ECP

Die ECP-Konzentrationen waren bei der Einleitung des EKK in beiden Gruppen
vergleichbar und betrugen 5,1+1,2 pg/l bei den Patienten mit RS und 5,5%1,3 pg/l bei den
Patienten ohne RS. Bei den Patienten mit RS tendierte der Anstieg der ECP-
Konzentrationen wihrend des EKK und bis zu 4 Stunden PO héher zu sein als bei den
Patienten ohne RS (MANOVA, p=0,07). Die Patienten mit RS hatten 4 Stunden PO
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signifikant hohere ECP-Konzentrationen als die Patienten ohne RS (p<0,05). Die ECP-
Konzentrationen fielen am 1. PO Tag bei den Patienten mit RS abrupt ab, wobei die ECP-

Konzentrationen in beiden Gruppen nicht signifikant unterschiedlich waren. Der Verlauf

der ECP-Konzentrationen bei den Patienten mit und ohne RS ist in der Abbildung 24

dargestellt

15007
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24 Stunden PO

Abbildung 22. Verlauf des Histamins wahrend und nach EKK bei Patienten mit (unterbrochene Linie) und
ohne postoperative transitorische RS (durchgezogene Linie) * zcigt eine signifikante Differenz (p<0,02) der
Histaminkonzentration zwischen beiden Gruppen und ** zeigt einen signifikant htheren Anstieg der
Histaminkonzentration wihrend und nach EKK (p<0,005) bei den Patienten mit RS.
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Abbildung 23. Verlauf des Histamins bei den
8 Patienten mit RS. 1, ® und A Patienten
n° 5, 13 und 17 mit JET. O,Q und O0:
Patienten n° 8, 12 und 15 mit AKR. Vund A:
Patienten n° 10 und 19 mit AVB Il und AVB
1. Patient n°15 und Patient n°19 zeigen keine

erhohte Histaminkonzentration.
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- Leukozytenzahl und Differentialblutbild
Es bestand kein Unterschied in der Leukozytenzahl und im Differentialbiutbild wihrend

und nach dem EKK zwischen den Patienten mit und ohne RS.

- Polyspezifisches RAST-Screening

Eine positives RAST-Screening wurde bei 7 der 26 untersuchten Kinder nachgewiesen und
entsprach damit der normalen Atopieprévalenz in der normalen Bevélkerung. Ein

Unterschied zwischen den Patienten mit und ohne RS bestand nicht.

- Ergebnisse der logistischen Regression

Folgende Variablen wurden fiir die logistische Regression zur Voraussage von
postoperativen RS mitanalysiert: das Alter bei der Operation, der VerschluB eines
Ventrikelseptumdefektes, die Dauer des EKK, die Dauer der Myokardischiamie, die Dauer
des KSS, die Adrenalindosis am Ende der Operation, die Histaminkonzentration nach
Protamingabe, die Histaminkonzentration 4 und 24 Stunden PO, die Histaminfreisetzung
wihrend des EKK, die Histaminfreisetzung wihrend des EKK und der 4 ersten PO
Stunden, die Histaminfreisetzung wihrend des EKK und des 1. PO Tages, die ECP-
Konzentrationen nach Protamingabe, die ECP-Konzentrationen 4 und 24 Stunden PO, die
ECP-Freisetzung wihrend des EKK, die ECP-Freisetzung wihrend des EKK und des 1.
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PO Tages. Die Histaminfreisetzung wihrend des EKK und der 4 ersten PO Stunden und
die ECP-Freisetzung wihrend des EKK und des 1. PO Tages wurden in das Endmodell -
aufgenommen. Das Modeil erm&glichte die Voraussage von postoperativen RS mit einer
Sensitivitit von 94,4% und einer Spezifitit von 62,5% (Tabelle 4.17).

Variablen Parameterschiitzer Standard Fehler
Histaminfreisetzung - s 0,0059 0,0032
ECP-Freisetzung 1,30 0,98

Tabelle 4.17. Ergebnisse der logistischen Regression. Intercept: 1,8510,70.

Zusammengefalt fanden wir, daB Patienten die postoperativ transitorische RS entwickelten
signifikant jiinger waren und haufiger mit KSS unter tiefer Hyopothermie operiert wurden
als diejenigen die keine RS entwickelten. Weitere operative Parameter wie die Dauer des
EKK oder der Myokardischimie bzw. der operative Verschluf} eines
Ventrikelseptumdefektes scheinen in unserer Serie keinen EinfluB gehabt zu haben.
Dagegen zeigten Patienten, die postoperative transitorische RS entwickeiten, im
Zusammenhang mit dem EKK eine signifikant ausgepragtere Histaminfreisetzung als die
Patienten, die keine RS entwickelten. Die ECP-Konzentrationen waren bei den Patienten
mit RS in der friihen PO Phase ebenfalls signifikant hher. Dagegen bestand zwischen
beiden Gruppen kein Unterschied in der Leukozytenzahl wéihrend und nach dem EKXK.
Femner bestand bei den Patienten mit RS keine erhohte Privalenz einer Atopie.

42.3 Entziindliche Reaktion und Kapillarschaden im Neugeborenenalter

Die Entziindungsreaktion wurde bei 24 reifen Neugeborenen, bei denen eine arterielle
Switch Operation im Alter von 2 bis 23 Tagen (median: 6 Tagen) wegen einer einfachen
Transposition der groBen GefiBe durchgefiihrt wurde, untersucht. Die Patienten wurden je
nach Auftreten eines postoperativen « Capillary Leak » Syndroms (CLS) in 2 Gruppen
aufgeteilt.

4.2.3.1 Klinische Ergebnisse

Dreizehn der 24 untersuchten Patienten entwickelten ein CLS, der unter 3.1.6 angegebenen
Definition entsprechend. Die klinischen Daten der Patienten mit und ohne CLS sind in der
Tabelle 4.18 zusammengefaBt.

Bei allen Patienten konnte bei der unmittelbar postoperativ durchgefiihrten
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Echokardiographie eine primére Herz-Kreislauf-Dysfunktion ausgeschlossen werden. Ein
Patient mit CLS wies am 4. PO Tag klinische und angiographische Zeichen einer
Thrombose der oberen Hohlvene auf. Dieser Patient verstarb aufgrund dieser
Komplikation 3 Monate PO.

Das Alter bei der Operation, die Dosierung des Prostaglandin-E;, die Haufigkeit der
Herzkatheteruntersuchung und Ballon-Atrioseptostomie, der Zeitabstand zwischen dieser
Prozedur und der Operation und die Hiufigkeit einer prioperativen mechanischen
Beatmung waren bei den Patienten mit und ohne CLS nicht signifikant unterschiedlich.

Die Dauer des EKK, der Myokardischiimie und des KSS sowie der Grad der Hypothermie
und die Flufirate wihrend der Operation waren in beiden Gruppen vergleichbar. Der
Katecholaminbedarf und die Dosierung von Natriumnitroprussid unmittelbar nach der
Operation waren bei den Patienten mit und ohne CLS ebenfalls dhnlich. Die Wasserbilanz
und die Diurese wihrend des EKK waren in beiden Gruppen vergleichbar. Die Substitution
mit frischgefrorenem Plasma am Ende des EKK war bei den Patienten mit CLS
umfangreicher als bei den Patienten ohne CLS (p=0,08). Die prioperativen Daten sind in
der Tabelle 4.19, die perioperativen Daten in der Tabelle 4.20 zusammengefafit.

Mit CLS Ohne CLS p-Wert
n=13 n=11
Anasarka (n) 13 0
Pleuraergiisse (n) 13 0
Ascites (n) 7 0
Radiologischer Index:
- prioperativ 1,910,2 1,7%0,1 NS
- 1 Stunde PO 2,0+0,2 2,0+0,1 NS
- 24 Stunden PO 2,610,4 1,810,1 0,08
- 48 Stunden PO 4,2+0,8 2,110,3 <0,01

Tabelle 4.18. Werte sind als Anzahl (n) oder Mittelwernt+=SEM angegeben.

Priioperative Daten Mit CLS Ohne CLS
n=13 n=11
Alter bei der Operation (Tage) 7 (2-23) 6 (3-12)
Prioperative Herzkatheteruntersuchung (n) 9 7
Zeitabstand zwischen Herzkatheteruntersuchung 6.1£1.7 5.6x1.5
und Operation (Tage)
Prioperative mechanische Beatmung (n) 9 4
Prioperative PGE,;-Dosis (tg/kg/min.) 0.033810.01 0.03610.01

Tabelle 4.19. Werte als Anzahl {n), Median und {Range) oder Mittelwert:SEM. Es bestand kein
signifikanter Unterschied zwischen Patienten mit und ohne « Capillary leak » Syndrom (CLS).

R



Perioperative Daten Mit CLS Ohne CLS
. n=13 n=11
Dauer des EKK (Minuten) 55.614.1 50.615.4
Dauer der Myokardischéimie (Minuten) 66.01£2.3 64.919.9
Dauer des KSS (Minuten) 60.2+1.4 58.1£1.5
Minimale oesophageale Temperatur (°C) 15.1+0.5 14.310.5
FluBrate 10 Minuten nach Beginn des EKK (Vmin.m?) 2.7+0.1 2.740.05
FluBrate bei Lungenreventilation (V/min.m?) 2.540.1 2.340.3
Natriumnitroprussiddosis wihrend EKK (ug/kg/min.) 2.0+0.3 1.7+0.4
Natriumnitroprussiddosis am Ende des EKK (ug/kg/min.) 1.110.03 1.0310.15
Adrenalindosis am Ende des EKK (pg/kg/min.) 0.2510.03 0.25+0.06
Fliissigkeitsbilanz wihrend des EKK (ml) 73.31£22.0 79.5£19.7
Diurese wihrend des EKK (ml/kg/Stunde) 12.543.0 8.3+1.9
Plasmasubstitution am Ende des EKK (ml/kg) 12.1+1.9 6.0+2.3"
Albuminsubstitution am Ende des EKK (n) 3 4
(ml’kg) 7.7 (7.5-8.8) 8.3 (4.3-9.3)

Tabelle 4.20. Werte als Anzahl (n), Median und (Range) oder Mittelwert:SEM. EKK: extrakorporaler
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Kreislauf, KSS: Kreislaufstillstand. Es bestand kein signifikanter Unterschied zwischen Patienten mit und

ohne « Capillary leak » Syndrom (CLS). % p=0,08.

Bis auf den ZVD 24 Stunden PO waren die hiimodynamischen Parameter und der

Katecholaminbedarf in den ersten 24 postoperativen Stunden in beiden Patientengruppen

vergleichbar. Die kumulative Wasserbilanz iiber die ersten 24 Stunden PO war bei den
Patienten mit CLS signifikant haher als bei den Patienten ohne CLS (p<0,005).

Zwei Patienten mit CLS entwickelten eine transitorische Niereninsuffizienz mit erhShten
Kreatininwerten. Die maximalen GOT-Werte, die maximalen CK-Werte und der
Oxygenationsindex 4 und 24 Stunden PO waren in beiden Patientengruppen vergleichbar.
Die Dauer der postoperativen mechanischen Beatmung und die Dauer des Aufenthaltes auf
der Intensivstation waren bei den Patienten mit CLS signifikant linger als bei den Patienten
ohne CLS (p<0,005).

Tabelle 4.21 faBt die postoperativen Daten der Patienten mit und ohne CLS zusammen.
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Postoperative Daten Mit CLS Ohne CLS P-Wert
n=13 n=11
Arterieller Mitteldruck 4 Stunden PO (mm Hg) 61+2.8 59+1.9 NS
24 Stunden PO 52+1.7 54.5+1.7 NS
Zentralventser Druck 4 Stunden PO (mm Hg) 5.710.3 4.7+0.6 NS
24 Stunden PO 7.4%0.5 54104 <0.05
Adrenalindosis 4 Stunden PO (ug/kg/min.) 0.21+0.05 0.15%0.03 NS
24 Stunden PO 0.21+0.1 0.1410.08 NS
NNP-Dosis 4 Stunden PO (ug/kg/min.) 1.210.1 1.031+0.11 NS
24 Stunden PO 1,240.08 1.0£0.15 NS
Plasma- und Albuminsubstitution liber 94.2+113 65.61+16.4 0.075
die ersten 3 Tage PO (ml’kg)
Fliissigkeitsbilanz 24 Stunden PO (ml/kg/Stunden) 4,510.4 2.510.3 <0.005
Niereninsuffizienz (n) 2 0
Maximaler Kreatininwert (mmol/l) 69.1+11.0 52.912.6 NS
Pa0,/Fi0O, 4 Stunden PO 2041430 242140 NS
24 Stunden PO 203431 245137 NS
Dauer der mechanischen Beatmung (Stunden) 139£150 6816 <0.005
Maximale GOT-Werte (IU/1} 61124 3343 NS
Maximale CK-Werte (IU/1) . 4001108 286%19 NS
Dauer des Aufenthaltes auf Intensivstation (Tage)  9.5+1.6" 540.5 <0.005
Verstorbene (n) 1 0 NS

Tabelle 4.21. Werte als Anzahl (n) oder Mittelwert+SEM. NNP: Natriumnitroprussid, GOT: Glutamat-
Oxaloazetat-Transaminase; CK: Kreatininkinase. " der verstorbene Patient ist ausgeschlossen.

4.2.3.2 Laboruntersuchungen

Hiimatokritwerte, Albumin-, Retinol Binding Protein-, Inmunoglobulin G- und of;-
Makroglobulin-Konzentrationen vor, wihrend und nach dem EKK

Der Verlauf der Himatokritwerte vor, withrend und nach dem EKK war bei den Patienten
mit und ohne CLS nicht signifikant unterschiedlich (Abbildung 25).

Die prioperativen Albuminkonzentrationen waren in beiden Patientengruppen vergleichbar
und fielen bei der Einleitung des EKK bei allen Patienten ab. Die Albuminkonzentrationen
wihrend des EKK waren bei den Patienten mit CLS signifikant niedriger als bei den
Patienten ohne CLS (p<0,05). Nach der Lungenreventilation fielen bei den Patienten ohne
CLS die Albuminkonzentrationen auf dhnlich niedrige Werte wie bei den Patienten mit CLS
ab. (Abbildung 26). Die priioperativen Retinol Binding Protein-, Immunoglobulin G- und
0;-Makroglobulin-Konzentrationen unterschieden sich in beiden Gruppen nicht. Im
Vergleich zu den prioperativen Werten fielen 10 Minuten nach der Einleitung des EKK die
relativen Konzentrationen von Albumin, Immunoglobulin G und o,-Makroglobulin bei den
Patienten mit CLS auf signifikant niedrigere Werte als bei den Patienten ohne CLS ab
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(p<0,05) (Abbildung 27). Die relative Retinol Binding Protein-Konzentration war bei den
Patienter mit CLS niedriger als bei den Patienten ohne CLS, die Differenz erreichte jedoch

nicht das Signifikanzniveau (p<0,1).

Hamatokritwert (%)

Relative Proteinkonzentration (%)

501

Albumine (g/)

Praoperativ 1

10 Minuten EKK
nach KSS 1

Lungen reventiliert -
Ende EKK 1

nach Protamingabe 7

12 Minuten Rezirkulation

Abbildung 25. Verlauf des Hamatokritwertes
vor, wihrend und nach EKX bei den Patienten
mit (unterbrochene Linie) und ohne CLS
(durchgezogene Linie).

45-
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RBP Albumin IgG a 2-MG

Praoperativ

10 Minuien EKK -
nach KSS

Lungen reventiliert
Ende EKK 1

nach Protamingabe -

10 Minuten rezirkulation

Abbildung 26. Verlauf des Albumins vor,
wihrend und nach EKK bei den Patienten mit
(unterbrochene Linie) und ohne CLS
(durchgezogene Linie). * zeigt signifikant
unterschiedliche Albuminkonzentrationen
zwischen beiden Gruppen (p<0,05)

Abbildung 27. Relative
Proteinkonzentrationen (im Vergleich zum
prioperativen Wert) 10 Minuten nach
Einleitung des EKK bei den Patienten mit
(schwarze S#ule) und ohne CLS (weile
SHule). * zeigt einen signifikanten
Unterschied zwischen beiden Gruppen.
RBP: Retinol Binding Protein;

1gG: Immunglobulin G;

a,-MG: ;-Makroglobulin.
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Komplementfaktoren

Die praoperativen C3- und C4-Werte waren in beiden Gruppen vergleichbar. Die C3- und
C4-Werte fielen nach Einleitung des EKK bei den Patienten mit CLS auf signifikant
niedrigere Werte ab und dieser Unterschied persistierte bis zum Ende des EKK. Die C1-
Esterase-Inhibitor-Konzentrationen und der Quotient C3d/C3 waren vor und nach dem
EKK in beiden Patientengruppen vergleichbar (Daten werden nicht gezeigt).

Die CSa—Konzentrationeﬁ waren prﬁop;:rativ in beiden Patientengruppen pathologisch
erhoht. Die Patienten mit CLS hatten zu diesem Zeitpunkt signifikant hdhere C5a-
Konzentrationen als die Patienten ohne CLS (C5a: 3,040,6 pg/l versus 0,910,2 pg/l)
(p<0,05). Die C5a-Konzentrationen waren withrend und nach dem EKK in beiden
Gruppen nicht mehr unterschiedlich (Daten werden nicht gezeigt). Die prioperativen C5a-
Konzentrationen korrelierten mit der kumulativen Fliissigkeitsbilanz {iber die ersten 24
Stunden PO (Spearman: 0,47, p<0,05), mit dem radiologischen Index am 1. und 2. PO Tag
(Spearman: 0,70 und 0,47, p<0,05) und mit der Dauer der mechanischen Beatmung nach der
Operation (Spearman: 0,67, p<0,05). Der prioperative C5a-Wert war von der
préoperativen Beatmung unabhiingig.

TNFao

Die TNFo-Konzentrationen waren vor und wihrend des EKK in beiden Gruppen
vergleichbar. Nach Protamingabe waren die TNFo Konzentrationen bei den Patienten mit
CLS signifikant héher als bei den Patienten ohne CLS (p<0,05). Abbildung 28 zeigt den
Verlauf des TNFa vor, wihrend und nach dem EKK bei den Patienten mit und ohne CLS.
Die TNFo-Konzentrationen vor, wihrend und nach dem EKK korrelierten weder mit der
Dauer des EKK und der Dauer der Myokardischéimie, noch mit der Dauer des KSS.
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Die Histaminfreisetzung wihrend des EKK (Histaminkonzentration nach Protamingabe
minus Histaminkonzentration 10 Minuten nach Einleitung des EKK) war bei den Patienten
mit CLS signifikant hoher als bei den Patienten ohne CLS (Histaminfreisetzung: 7241396
pg/ml versus -50+58 pg/ml) (p<0,05).

Leukozytenzahl

Die préoperative Leukozytenzahl war bei den Patienten mit CLS signifikant hoher als bei
den Patienten ohne CLS (Leukozyten: 17.900+800 Zellen/mm? versus 11.700+800
Zellen/mm®) (p<0,05). Wihrend und nach dem EKK wurden keine weiteren signifikanten
Unterschiede beobachtet (Daten werden nicht gezeigt). Die prioperative Leukozytenzahl
korrelierte mit der kumulativen Fliissigkeitsbilanz iiber die ersten 24 Stunden PO
(Spearman: 0,50, p<0,05) und mit dem maximalen radiologischen Index am 2. PO Tag
(Spearman: 0,45, p<0,05).

CRP

Der priioperative CRP-Wert lag bei 8 Patienten mit CLS und bei 7 Patienten ohne CLS tiber
der Bestimmbarkeitsgrenze (p: NS). Der CRP-Wert war sowohl préoperativ als auch
postoperativ bei den Patienten mit und ohne CLS vergleichbar.
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ZusammengefaBt sind bei reifen Neugeborenen, die postoperativ klinische Zeichen eines

« capillary leak » Syndroms aufweisen, im Vergleich zu den Patienten, die diese
Komplikation nicht entwickeln, die C5a-Werte und die Leukozytenzahl vor der Operation
signifikant erhtht. Die Patienten mit CLS haben im Vergleich zu den Patienten ohne CLS
signifikant niedrigere Albuminkonzentrationen bei gleichen Hématokritwerten wihrend des
EKK. Der signifikant héhere Abfall der Konzentrationen von Proteinen mit
unterschiedlichem Molekulargewicht bei den Patienten mit CLS ist bereits 10 Minuten nach
Einleitung des EKK nachweisbar.

Die Patienten mit CLS zeigen eine signifikant hhere Histaminfreisetzung wihrend des
EKK und eine signifikant héhere TNFo. Produktion am Ende des EKK.
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43  Einfluss von Pharmaka auf die EKK-bedingte entziindliche Reaktion

43.1 Natriumnitroprussid

Klinische Untersuchung

Der EinfluB des Stickstoffmonoxidspenders Natriumnitroprussid (NNP) auf die EKK-
bedingte entztindliche Reaktion wurde bei 16 Patienten untersucht, deren klinische Daten in
der Tabelle 4.22 angegeben sind. Diese 16 Patienten wurden konsekutiv zu der Gruppe
von 29 Patienten, die unter 4.2.1 beschrieben wurden, operiert. Das EKK-Protokoll war in
beiden Patientengruppen identisch, bis auf eine einzige Ausnahme: zur Vasodilatation
withrend der Abkiihl- und Aufwirmphase des EKK wurde bei den hier untersuchten 16
Patienten eine kontinuierliche NNP-Infusion (0,6 bis 2,7 ug/kg/Minute) verabreicht.
Dagegen wurde bei den anderen 29 Patienten der o-adrenergische Blocker Phentolamin
verwendet. Die Einfithrung des NNP in das EKK-Protokoll stellte eine arbitriire Anderung
der perioperativen Versorgung in unserer Institution dar, sodaB eine prospektive
Randomisierung der vasodilatatorischen Therapie wihrend des EKK nicht erfolgte. Die
klinischen und biologischen Ergebnisse - in beiden Gruppen prospektiv ethoben - wurden
in Bezug auf die perioperative vasodilatatorische Therapie retrospektiv verglichen.

Die Komplementproteine C3, C3d, C4 und C5a sowie die Leukozytenzahl und die
Leukozytenelastase wurden bei den 16 Patienten vor, withrend und nach dem EKK
bestimmt.

Klinische Daten

Patientenzahl (n) . 16

Alter bei der Operation (Monate) 14 (6-83)

Diagnose (n)\" : nicht zyanotisch: 11
zyanotisch: 5.

Dauer des extrakorporalen Kreislaufs (Minuten) 55 (35-273)

Dauer der Myokardischémie (Minuten) 58 (29-124)

Durchfiihrung eines Kreislaufstillstandes (n) 12

Dauer des Kreislaufstillstandes (Minuten) 51 (6-59)

Tiefste oesophageale Temperatur (°C) 15,7 (14-24)

Tabelle 4.22. Die Werte sind als Anzahl (n) oder Median und (Range) angegeben. ®. siehe Anhang V.

4.3.1.1 Klinische Ergebnisse

Die Daner des EKK, der Myokardischéimie und des KSS sowie der Grad der Hypothermie
wihrend des EKK unterschieden sich bei den Patienten, die mit bzw. ohne NNP behandelt
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wurden, nicht. Ein Patient (Patient n°12) konnte aufgrund einer schweren
rechtsventrikuléren Insuffizienz nicht vom EKK entwéhnt werden und verstarb in tabula.
Zwei Patienten (Patient n°14 und Patient n°15) entwickelten ein postoperatives MOV -
wie unter 3.1.4 beschrieben -, beide nach Fontan-Operation, und verstarben am 5. bzw. am
10. postoperativen Tag. Die Inzidenz des MOV in der hier untersuchten Gruppe (2/16)
nahm im Vergleich zur vorherigen Serie (8/29) ab, die Differenz erreichte jedoch nicht das
Signifikanzniveau von 5% (p=0,1). Tabelle 4.23 fait die klinischen Daten in beiden

Gruppen zusammen.

Variablen Mit NNP Ohne NNP  p-Wert
n=16 n=29
Alter bei der Operation (Monate) 14 (6-83) 25 (3-213) NS
Dauer des EKK (Minuten) 55 (35-273) 61 (31-152) NS
Dauer der Myokardischimie (Minuten) 58 (29-124) 54 (7-105) NS
Durchfiihrung eines KSS (n) 12 18 NS
Dauer des KSS (Minuten) 51 (6-59) 51 (6-60) NS
Tiefste oesopheagale Temperatur (°C) 15,7 (14-24) 17 (13-30,5) NS
Inzidenz des MOV (n) 2 8 0,1
Verstorbene (n) 3 4 NS

Tabelle 4.23. Die Werte sind als Anzahl (n) oder Median und (Range) angegeben. EKK: extrakorporaler
Kreislauf; K8S: Kreislaufstillstand; MOV: Multiorganversagen; NNP: Natriumnitroprussid.

4.3.1.2 Laboruntersuchungen

Komplementproteine
-C3

Die prioperativen C3-Werte lagen bei den 16 Patienten, die mit NNP behandelt wurden, im
Normbereich (C3: 121+£6mg/dl). C3 fiel bei Einleitung des EKK auf 563 mg/dl ab und
blieb bis zum Ende des EKK. nach Protamingabe unveréindert (C3: 6813 mg/dl). C3 stieg ab
dem 1. PO Tag langsam an und erreichte normale Werte am 5. PO Tag, wie unter 4.1.1 fiir
die Kontrollgruppe beschrieben.

- C3d/C3

Der C3d/C3-Quotient lag préioperativ bei den 16 Patienten, die mit NNP behandelt wurden,
im Normbereich (C3d/C3: 0,7510,09). C3d/C3 stieg wihrend des EKK signifikant an, von
einem Ausgangswert von 0,6610,08 10 Minuten nach Einleitung des EKK bis auf einen
maximalen Wert von 1,1030,11 nach Protamingabe (p<0,001). C3d/C3 erreichte normale
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prioperative Werte am 1. PO Tag (C3d/C3:0,8040,11). Die C3d/C3-Weri¢ lagen bis Ende
der 1. PO Woche im Normbereich.

Die prioperativen C3d/C3-Werte unterschieden sich von den bei den 29 Kontrollpatienten
gemessenen Werten nicht. Die Patienten, die mit NNP behandelt wurden, zeigten am Ende
des EKK im Vergleich zur Kontrollgruppe eine signifikant niedrigere C3 -Konversion .
(p=0,02). Die Differenz zwischen C3d/C3 nach Protamingabe und nach Einleitung des
EKK war bei den mit NNP behandelten Patienten ebenfalls signifikant niedriger (p = 0,02).
Abbildung 29 zeigt den Verlauf des Quotienten C3d/C3 vor, wijhrend und nach dem EKK
bei den 16 Patienten, die mit NNP behandelt wurden, im Vergleich zur Kontrollgruppe.

.

C3d/C3

Praoperativ

nach Heparin

10 Minuten EKK
Lungen reventiliert
Ende EKK

nach Protamingabe
1. PO Tag

2. PC Tag

3. PO Tag

8. PO Tag -

7. PO Tag

Abbildung 29. Verlauf des C3d/C3-Quotienten vor, wihrend und nach EKK bei den Patienten
die mit NNP behandeln wurden (unterbrochene Linie) und bei den Kontrollpatienten
(durchgezogene Linie). * zeigt einen signifikanten Unterschied zwischen beiden Gruppen.
-C4

Die Werte und der Verlauf des Komplementproteins C4 waren bei den mit NNP
behandelten Patienten und denjenigen der Kontrollgruppe identisch (Daten werden nicht

gezeigt).
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- C5a

Alle 16 Patienten zeigten nach Protamingabe pathologisch erh6hte C5a-Werte (C5a:
8,611,1 ug/l). Diese waren im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant niedriger (C3a:
18£3 pg/l) (p<0,05). (Abbildung 30).

25+
20
T
=
g 151
g
E
8 40 Abbildung 30. C5a-Wert nach
© Protamingabe bei den mit
Natriumnitroprussid (NNP)-behandelden
Patienten und bei den Kontrollpatienten.
57 * zeigt einen signifikanten Unterschied
zwischen beiden Gruppen (p<0,05).
04+— 1
Mit NNP Ohne NNP

Leukozyten und Neutrophile

Die Tabelle 4.24 fait die Werte der Leukozyten und Neutrophilen vor, wihrend und nach
dem EKK bei den Patienten, die mit oder ohne NNP behandelt wurden, zusammen. Die
Patienten, die mit NNP behandelt wurden, zeigten eine signifikant niedrigere
Leukozytenzahl nach der Lungenreventilation (p<0,02) und am Ende des EKK (p<0,05)
sowie eine ebenfalls signifikant niedrigere Neutrophilenzahl nach der Lungenreventilation
(p<0,05) als die Patienten, die kein NNP erhielten.

Leukozytenelastase

Die Leukozytenelastase betrug bei den mit NNP behandelten Patienten 106+14 mg/1 bei
Einleitung des EKK und 418161 mg/l nach Protamingabe. Diese Werte unterschieden sich
von den bei den Kontrollpatienten beobachteten Werten nicht (Tabelle 4.24).
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Variablen Mit NNP Ohne NNP p-Wert
n=16 n=29
Leukozyten (Zellen/mm")
Prioperativ 68001550 74301600 NS
10 Minuten nach EKK 33001600 43001570 NS
Nach Lungenreventilation 2800+£375 45901600 <0,02
Ende EKK 3700+810 7070+1580 <0,05
Nach Protamingabe 1130014500 1446011800 NS
Neutrophile (Zellen/ mm®)
Prioperativ 33001550 3700+£500 NS
10 Minuten nach EKK 1300150 1670+300 NS
Nach Lungenreventilation 1000+225 22501610 <0,05
Ende EKK 18001650 27351600 NS
Nach Protamingabe 7800+1100" 8690+940 NS
Leukozytenelastase
10 Minuten nach EKK 106115 797 NS
Nach Protamingabe 418461 355445 NS

Tabelle 4.24. Die Werte sind als Anzahl (n) oder Mittelwert:SEM angegeben. EKK: extrakorporaler

Kreislauf; NNP: Natriumnitroprussid. ¢: n=15 (der verstorbene Patient ist ausgeschlossen).

In vitro Untersuchung

- EinfluB von NNP auf die funktionelle Aktivitiit des klassischen und des

alternativen Aktivierungsweges (CHsy).

Das Serum von 7 gesunden Blutspendern wurde untersucht.

Eine von der NNP-Dosis abhingige Abnahme der funktionellen Aktivitit sowohl des
klassischen als auch des alternativen Aktivierungsweges wurde beobachtet. Die NNP-
Konzentration, die eine 50%ige Reduzierung des CHsp bewirkt (50% inhibitorische NNP-
Konzentration), betrug 14,0£1,1 mM fiir den klassischen und 4,2+0,3 fiir den aiternativen

Aktivierungsweg (Abbildung 31).
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Abbildung 31. EinfluB von Natriumnitroprussid (NNP) auf den CHj, des klassischen
(unterbrochene Linie) und des alternativen Aktivierungsweges (durchgezogene Linie). Die

Werte sind als Mittelwert:SD angegeben. Die projektierten Geraden geben die 50%
inhibitorische NNP-Konzentration fiir beide Aktivierungswege an,

- Einflu von lichtdegradiertem NNP auf CHj,

Im Vergleich zu den oben angegebenen Werten wurde nach einer NNP-Lichtdegradierung
eine signifikante Abnahme der NNP-Konzentration, die eine 50% Reduzierung des CHs,
bewirkt (50% inhibitorische NNP-Konzentration), fiir beide Aktivierungswege beobachtet.
Die 50% inhibitorische NNP-Konzentration betrug 0,240,001 mM fiir den alternativen und
2,710,1 mM fiir den klassischen Aktivierungsweg (p<0,001 versus lichtgeschiitztes NNP).
Tabelle 4.25 faBt den EinfluB von lichtgeschiitzem und lichtdegradiertem NNP auf CHg,

Zusammen.

50% inhibitorische NNP-Konzentration auf CHs, (mM)
lichtgeschiitztes lichtdegradiertes p-Wert

NNP NNP
Klassischer Aktivierungsweg 14,0+1,1 2,710,1 <0,001
Alternativer Aktivierungsweg 4,2+0,3 0,240,001 <0,001

Tabelle 4.25. Die Werte sind als Mittelwert:SEM angegeben. NNP: Natriumnitroprussid.
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- EinfluB der Dauer der Priinkubation mit lichtdegradiertem NNP auf CHso
‘CHgq nahm mit steigender Inkubationszeit (0 bis 120 Minuten) mit einer suboptimalen
NNP-Konzentration (0,6 mM) in allen untersuchten Sera (n=6) ab (Abbildung 32).

- EinfluB von NNP auf die Zymosan-induzierte C3-Konversion

Das Serum von 5 Blutspendern wurde untersucht. Der C3d-Wert betrug in den
Kunststoffrohrchen, die als Kontrolle dienten, 22,8+5,1 pg/ml; dies deutet auf eine C3-
Konversion durch Kontakt zwischen Serum und Kunststoffmaterial iber den alternativen
Aktivierungsweg hin. Das Hinzufiigen von Zymosan induzierte einen weiteren Anstieg des
C3d-Wertes bis auf 29,7+5,0 pg/ml (p<0,001). Dagegen wurde eine signifikante Reduktion
der C3d-Generation nach Zusatz von NNP (8 mM) bis auf 17,0+4,0 pg/ml beobachtet
(p<0,0001). Dieser Wert unterschied sich ebenfalls signifikant von dem Kontrollwert
(p<0,001) (Abbildung 33).

- Effekt von lichtgeschiitztem NNP, von Nitroglyzerin (NTG) und von Isosorbid
Dinitrat (ISDN) auf CHs, des alternativen Aktivierungsweges

Das Serum von 6 gesunden Blutspendern wurde untersucht. CHsg betrug in der
Kontrollprobe 7445 lytische Einheiten/l. Dagegen wurde eine signifikante Reduktion des
CHs, in den mit den verschiedenen Nitrodilatatoren behandelten Sera beobachtet: 5015
lytische Einheiten/l mit NNP (p<0,05), 5515 lytische Einheiten/] mit NTG (p<0,05) und
545 lytische Einheiten/l mit ISDN (p<0,05) (Abbildung 34).

- Effekt von Kaliumferrozyanid und Kaliumzyanid auf das CHS0.

Eine Wirkung dieg.er NNP-Metaboliten auf CHgy wurde ausgeschlossen (Daten werden
nicht gezeigt).

- Effekt von Phentolamin

Ein Effekt von Phentolamin auf die Komplementaktivierung in vitro wurde ausgeschlossen

(Daten werden nicht gezeigt).
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Abbildung 32. Effekt der Priinkubation des Abbildung 33. Effekt von
Serums mit lichtdegradiertem Natriumnitroprussid Natriumnitroprussid (NNP) auf die durch
(0,6 mM) auf den CHy,. Die Ergebnisse sind als Zymosan induzierte C3-Konversion. *
MittelwerttSD angegeben. p<0,001 und ** p<0,0001 im Vergleich zur
Kontrollprobe. Die Ergebnisse sind als
MittelwerttSD angegeben.
80+

Abbildung 34. Effekt von lichtgeschiitzten
Natriymnitroprussid (NNP) (1mM), von
Nitroglyzerin (NTG) (1mM) und von
Isosorbid Dinitrat (ISDN) (ImM) auf CH50
des alternativen Aktivierungsweges. Die
Ergebnisse sind als Mittelwert+SD angegeben.
* zeigt eine signifikante Reduktion der C3-
Konversion im Vergleich zur Kontrollprobe
(p<0,05).

CH50 (lytische Einheiten/mL)

I -

Kontrolle NNP NTG ISDN
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ZusammengefaBt zeigen Patienten, bei denen die Vasodilatation wihrend der Abkiihl- und
Aufwirmphase des EKK mit dem Stickstoffionoxid-Spender NNP durchgefuhrt wird, eine
signifikant niedrigere C3-Konversion, C5a-Freisetzung und Leukozytenmobilisation
wihrend des EKK als Patienten, die Phentolamin erhielten.

In vitro konnte demonstriert werden, daB NNP die funktionelle Aktivitit des alternativen
und klassischen Aktivierungsweges des Komplementsystems und die C3-Konversion durch
den alternativen Aktivierungsweg inhibiert. Der inhibitorische Effekt des NNP wird durch
die NNP-Lichtdegradierung und durch die Préinkubation der Sera mit NNP verstérkt.
Andere Nitrodilatatoren wie NTG und ISDN, die ebenfalls Stickstoffmonoxid-Spender
sind, weisen in vitro eine vergleichbare komplementinhibitorische Wirkung wie NNP auf.

43.2 Aprotinin

Der Effekt des unspezifischen Serinprotease-Inhibitors Aprotinin wurde in einer klinischen
randomisierten Studie untersucht. In das Studienprotokoll wurden 25 Patienten
einbezogen. Das Auswahlkriterium war ein nicht zyanotischer Herzfehler, der einer
primiren, relativ einfachen, mit niedrigem Risiko verbundenen Operation mit Hilfe des
EKK bedurfte. Die Patientendaten sind unter 4.1.3, Tabelle 4.6, zusammengefafit.

EIf Patienten erhielten randomisiert Aprotinin in einer Dosis von 20.000 KIE/kg, 14
Patienten nicht.

4.3.2.1 Klinische Ergebnisse

Das Alter bei der Operation, die Diagnose und die Operationsparameter unterschieden sich
in beiden Patientengruppen nicht. Ferner bestand in Bezug auf die postoperativen
himodynamischen Parameter, auf die postoperative rektale Temperatur und auf den
postoperativen Pa0,/Fi0,-Quotienten kein Unterschied zwischen den Patienten, die mit
oder ohne Aprotinin behandelt wurden. Der Blutverlust iiber die ersten 24 Stunden PO
und die Menge an Blutprodukten, die iiber den gesamten postoperativen Verlauf
verabreicht wurden, waren in beiden Patientengruppen nicht signifikant unterschiedlich.

Tabelle 4.26 faBt die klinischen Ergebnisse der Patienten zusammen.
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Patientendaten Aprotinin- Kontroli-
Gruppe Gruppe
n=11 n=14
Alter be1 der Operation (Monate) 63 (9,5-138) 1 (9,5-151)
Dauer des EKK (Minuten) 75 (26-121) 59.5 (44-120)
Dauer der Myokardischimie (Minuten) 27 (14-69) 33 (16-81)
Durchfiihrung eines KSS (n) 1 2
Minimale rektale Temperatur (°C) 28.6 (17.6-26.9) 28 (19.5-33)
Minimale oesophageale Temperatur (°C) 26 (15-28.8) 26 {16-31)
Katecholamine PO (n}
Adrenalin 1 1
Dopamin
Blutverlust (ml/m?)
(zwischen Thoraxverschlufl und 24 Stunden PO) 48 (0-200) 71 (0-930)
Gabe von Blutprodukten PO (Einheiten)
Erythrozytenkonzentrat 0 0-2) 0.5 (0-3)
Frischgefrorenes Plasma 0 0 (0-3)
Blutdruck (mittel) 4 Stunden PO 69 (48-78) 71 (50-101)
(mm Hg) 24 Stunden PO 78 (48-96) 75 (63-95)
Rektale Temperatur (°C) 4 Stunden PO 38 (37-38.7) 37.8 (37-38.8)
24 Stunden PO 37.6 (37-38.2) 374 (37-37.9)
PaQ,/FiO, (Torr) 4 Stunden PO 453 (87-755)" 478 (250-560)?

Kreatinin-clearance
(ml/min./1.73 m?)
Maximale GOT-Werte {IE/l)
Dauer der mechanischen Beatmung (Stunden)
Dauer des stationiiren Aufenthaltes (Tage)

24 Stunden PO

110 (36-395)

50 (26-107)
8 (2-27)
14 (13-17)

104 (49-443)

38 (15-69)
6.5 (2-75)
14 (12-23)

Tabelle 4.26. Drie Werte sind als Anzahl (n) oder Median und (Range) angegeben. EKK: extrakorporaler
Kreislauf; GOT: Glutamat-Oxaloazetat-Transaminase; KSS: Kreislaufstillstand. PO: postoperativ. ¢ n=9;

@. n=10.
4.3.2.2 Laboruntersuchungen

Komplementproteine

- C3d/C3

Der C3d/C3-Quotient stieg wihrend des EKK in beiden Patientengruppen im gleichen
Malfe signifikant an und erreichte seinen maximalen Wert nach Protamingabe (p<0,001 im
Vergleich zu den Ausgangswerten). Der C3d/C3-Quotient lag in beiden Gruppen ab dem 1.

PO Tag wieder im Normbereich (Abbildung 35).



82

Abbildung 35. Verlauf des

und nach EKK bei den mit

C3d/C3

beiden Gruppen besteht nicht.

Préoperativ
10 Minuten EKK -
Ende EKK -
4 Stunden PO
1. PO Tag -
2. PO Tag |
3. PO Tag
5. PO Tag 1
10. PO Tag -

nach Protamingabe 1

- CSa

C5a stieg in beiden Gruppen von normalen préoperativen Werten (0,38+0,09 g/l in der
Aprotiningruppe und 0,30 +0,08 g/l in der Kontrollgruppe) auf pathologisch erhdhte
Werte nach Protamingabe (0,7630,2 g/l in der Aprotiningruppe und 1,140,2 g/l in der
Kontroligruppe). C5a erreichte normale Werte ab 4 Stunden PO. Beide Gruppen wiesen
sowohl wihrend als auch nach dem EKK #hnliche C5a-Werte auf.

Zytokine

- TNFou

Die prioperativen TNFa Konzentrationen betrugen 28+4,5 pg/ml in der Aprotinin- und
28,5+4,7 pg/ml in der Kontroligruppe (p: NS). Weder in der einen noch in der anderen
Gruppe wurde eine signifikante TNFo; Freisetzung wihrend und nach dem EKK

beobachtet.
-IL6
Die IL6-Konzentrationen lagen prioperativ in beiden Patientengruppen im Normbereich

und betrugen 7,842,5 pg/ml in der Aprotiningruppe (n=8) und 8,642,4 pg/ml in der

C3d/C3-Quotienten vor, wihrend

Aprotinin behandelten Patienten

(unterbrochene Linie) und bei den
Kontrollpatienten (durchgezogene
Linie). Ein Unterschied zwischen
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Kontrollgruppe (n=9) (p: NS). Die [L6-Konzentrationen stiegen wihrend des EKK bis
zum 10-fachen ihrer Ausgangswerte und erreichten ihre maximalen Werte innerhalb des
Studienzeitraumes 4 Stunden PO (p<0,001). Die maximalen IL6-Konzentrationen betrugen
285148 pg/ml in der Aprotinin- und 205+49 pg/ml in der Kontrollgruppe (p: NS).

-CRP

CRP lag bei allen Patienten unterhalb der Nachweisgrenze vor dem EKK und 4 Stunden
PO. CRP erreichte erhdhte Werte am ersten PO Tag: 36,118,2 mg/] in der Aprotinin- bzw.
66,0+8,0 in der Kontrollgruppe (p: NS).

Leukozyten und Neutrophile

Die Leukozyten fielen in beiden Gruppen von normalen und vergleichbaren prioperativen
Werten bei Einleitung des EKK ab (p<0,01). Die Leukozyten stiegen wiihrend des EKX in
beiden Gruppen und zeigten einen signifikanten Anstieg nach Protamingabe, wie unter 4.1.2
beschrieben. Die Patienten, die mit Aprotinin behandelt wurden, wiesen einen weniger
ausgeprigten Anstieg der Leukozytenzahl zwischen dem Ende des EKK und der
Protamingabe (MANOVA, p<0,1) sowie einen signifikant weniger ausgeprigten Anstieg
der Neutrophilenzahl zwischen dem Ende des EKK und der Protamingabe auf (MANOVA,
p<0,05) als die Kontrollpatienten. Abbildung 36 und Abbildung 37 zeigen den Verlauf der
Leukozyten bzw. der Neutrophilen vor, wihrend und nach dem EKK.

L I )
S ¥ : @

Leukozyten (X 1000 Zellen/ml)

o N A~ O o
L e———

Linie).

Praoperativ

10 Minuten nach EKK -
Ende EKK -

nach Protamingabe

4 Stunden PO 1

1. PO Tag 1

2. PO Tag 1

3. PO Tag 1

5. PO Tag

10. PO Tag

Abbildung 36. Verlauf der Leukozyten vor,
wihrend und nach EKK bei den mit Aprotinin
behandelten Patienten (unterbrochene Linie)
und bei den Kontrollpatienten (durchgezogene
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Abbildung 37. Verlauf der Neutrophilen
vor, wiithrend und nach EKK bei den mit
Aprotinin behandelten Patienten
(unterbrochene Linie) und bei den
Kontrollpatienten (durchgezogene Linie).

—
(=]
L

Neutrophile (X 1000 Zellen/ml)
[0 <]

6—

* zeigt einen signifikant unterschiedlichen
45 Anstieg der Neutrophilenzahl am Ende des
) EKK (p<0,05).
0

Préoperativ 7

10 Minuten EKK -
Lungen reventiliert -
Ende EKK

nach Protamingabe

Leukozytendegranulationsprodukte

-MPO

Die MPO-Konzentrationen stiegen wihrend des EKK in beiden Gruppen im gleichen
MabBe signifikant an (p<0,001). Die prioperativen Werte betrugen 494468 ng/l in der
Aprotinin- und 616+72 ug/l in der Kontrollgruppe (p: NS). Die maximalen Werten wurden
in beiden Gruppen 10 Minuten nach Einleitung des EKK erreicht und betrugen 931+152
pg/l in der Aprotinin- und 948+96 pg/l in der Kontrollgruppe (p: NS). Die MPO-
Konzentrationen blieben nach Protamingabe im Vergleich zu den préoperativen Werten
erhoht und erreichten préoperative Werte ab dem 1. PO Tag, wie unter 4.1 .3 beschrieben.

- ECP

Die prioperativen ECP-Konzentrationen stiegen wihrend des EKK in beiden Gruppen im
gleichen MaBe an (p<0,001). Die prioperativen ECP-Konzentrationen betrugen 3,8i6,5
pg/t in der Aprotinin- und 4,4%1,1 pg/l in der Kontrollgruppe (p: NS). Die maximalen
ECP-Konzentrationen nach Protamingabe betrugen 11,842,1 pg/l bzw. 8,5+1,3 pg/l (p:
NS). Die ECP-Konzentrationen erreichten ihre Normwerte ab dem 1. PO Tag.
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- Histamin

Die Histaminkonzentrationen betrugen 10 Minuten nach Einleitung des EKK 67,4421
pg/ml in der Aprotinin- und 76,6121 pg/ml in der Kontrollgruppe (p: NS). Eine
signifikante Histaminfreisetzung wurde wihrend des EKK selbst in keiner der beiden
Gruppen beobachtet. Dagegen wurden im Vergleich zu den 10 Minuten nach EKK
gemessenen Ausgangswerten signifikant erhohte Histaminkonzentrationen 4 Stunden PO
gemessen (p<0,01). Die maximalen Histaminkonzentrationen betrugen 157,8+19,5 pg/ml in
der Aprotiningruppe und 166,1+19,0 pg/ml in der Kontrollgruppe (p: NS).
Anti-Aprotinin-Antikérper

Prioperativ wurden anti-Aprotinin-Antikérper bei keinem der 25 Patienten nachgewiesen.
Zwei Wochen postoperativ wies ein Patient der Aprotiningruppe (und kein Patient der
Kontrollgruppe) positive anti-Aprotinin-Antikérper auf (p: NS). Bei diesem letztem
Patienten stieg der Titer von einem prioperativen Wert von 25 AE auf 200 AE.
Zusammengefafit zeigen Patienten, die eine relativ niedrige Dosis des Serin-Protease-
Inhibitors Aprotinin erhalten (20.000 KIE/kg), keinen reduzierten Blutverlust tiber die
ersten 24 Stunden PO und keinen reduzierten Bedarf an Blutprodukten wihrend des
gesamten postoperativen Verlaufs.

Aprotinin, in der hier angewandten Dosierung, beeinflufit die C3-Konversion nicht, und hat
weder einen Effekt auf die C5a-Generation noch auf die Zytokinsynthese. Dagegen
reduziert Aprotinin die Leukozyten- und Neutrophilenmobilisierung am Ende des EKK
nach Protamingabe, ohne die Leukozytendegranulicrung wihrend und nach EKK zu
beeinflussen.

Einer der 11 Patienten, die Aprotinin erhielten, wies 2 Wochen nach der Operation positive

anti-Aprotinin-Antikdrper auf.

Zusammengefafit hat Aprotinin in der von uns angewandten Dosierung, aufer einer
Inhibition der Leukozyten- und Neutrophilen-Mobilisation am Ende des EKK, keinen
signifikanten Einflul} auf die perioperative entziindtliche Reaktion. Ferner hat
niedrigdosiertes Aprotinin keinen signifikanten Effekt auf den perioperativen Blutverlust.
Anti-Aprotinin-Antikdrper wurden bei einem Patient 2 Wochen nach Aprotiningabe

nachgewiesen.
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44 FEinfluf von Kiilte- und Wiirmestress auf die in vitro Synthese von TNFa,
1.6, 1.8 und IL.10

Der EinfluB von Kilte- (0°C) und Wirmestress (42°C) auf die Synthese von Zytokinen
wurde in einem in vitro Modell der Zellkultur im Vollblut bei Erwachsenen und
Neugeborenen, wie unter 3.3 beschrieben, untersucht. Tabelle 4.27 fafit den Versuchsplan

Zusammern.
Manipulation
T°-Stress LPS Inkubationszeit (37°C)

Probenbezeichnung

Kontrolle Nein Nein 16 Stunden

LPS Nein 1 ng/ml 16 Stunden
0°C-LPS 0°C fiir 1 Stunde 1 ng/ml 16 Stunden
42°C-LPS 42°C fiir 1 Stunde 1 ng/ml 16 Stunden

Tabelle 4.27. T°: Temperatur; LPS: Lipopolysaccharid.

- TNFo

Die TNFa-Konzentrationen in den Kontrollproben betrugen 33,8+4,7 pg/ml im
Nabelschnurblut und 28,5+9,6 pg/ml im Erwachsenenblut. Im Vergieich dazu stiegen die
TNFa-Konzentrationen nach der Endotoxinstimulation auf 17294336 pg/ml im
Nabelschnurblut (p<0,005) und auf 14731166 pg/ml im Erwachsenenblut (p<0,01) an.
Verglichen damit wurde nach Kiltestress eine signifikante Abnahme der TNFa-
Konzentrationen sowohl im Nabelschnurblut (1032£195 pg/ml) (p<0,005) als auch im
Erwachsenenblut (948+170 pg/ml) (p<0,01) gemessen.

Im Vergleich zu den Kontrollwerten nach der Endotoxinstimulation wurde nach
Wirmestress eine nicht signifikante Abnahme der TNFo-Konzentrationen im
Nabelschnurblut (1411£228 pgml) (p: 0,1) und im Erwachsenenblut (955£300 pg/ml) (p:
0,06) gefunden. Es bestand keine signifikante Differenz zwischen den Werten im
Nabelschnurblut und denjenigen im Erwachsenenblut. Der EinfluB von Kilte- und
Wirmestress auf die TNFo-Synthese im Nabelschnurblut ist in Abbildung 38 und derjenige
im Erwachsenenblut in Abbildung 39 dargestellt.
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Abbildung 38. EinfluB von Kilte- und Abbildung 39. EinfluB von Kilte- und
Wiérmestress auf die TNFo-Produktion Wirmestress auf die TNFa-Produktion im
im Nabelschnurblut nach Endotoxin Erwachsenenblut nach Endotoxin (LPS)-
(LPS)-Stimulation (n=10). * zeigt eine Stimulation (17). * zeigt eine signifikante
signifikante TNFo-Synthese nach LPS- TNFo-Synthese nach LPS-Stimulation
Stimulation (p<0,005). **: p<0,005 im (p<0,01). **: p<0,01 im Vergleich zur
Vergleich zur « LPS »-Probe. « LPS »-Probe.

-IL6

Die IL6-Konzentrationen in den Kontrollproben betrugen 0+0 pg/ml im Nabelschnurblut
und 34,5122,2 pg/m! im Erwachsenenbiut. Im Vergleich dazu stiegen die IL6-
Konzentrationen nach Endotoxinstimulation bis auf 2438+452 pg/ml im Nabelschnurblut
(p<0,02) und auf 22201338 pg/ml bei den Erwachsenen (p<0,05). Im Vergleich damit
wurde nach Kiitestress eine signifikante Zunahme der IL6-Konzentration im
Nabelschnurblut gemessen (32254410 pg/ml) (p<0,02), jedoch nicht beim Erwachsenen
(25201572 pg/ml).

Im Vergleich zu den Kontrollwerten nach Endotoxinstimulation wurden nach Wiirmestress
weder im Nabelschnurblut noch im Erwachsenenblut signifikant unterschiedliche IL6-
Konzentrationen gemessen. Abbildung 40 und 41 stellen den EinfluB von Kilte- und
Wirmestress auf die IL6-Produktion im Nabelschnurblut bzw. im Erwachsenenblut dar.
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Abbildung 40. EinfluB von Kilte- und
Wirmestress auf die IL6-Produktion im
Nabelschnurblut nach Endotoxin (LPS)-
Stimulation (n=8). * zeigt eine signifikante
IL6-Synthese nach LPS-Stimulation
(p<0,02). **: p<0,02 im Vergleich zur

Abbildung 41. EinfluB von Kilte- und
Wirmestress auf die 1L6-Produktion im
Erwachsenenblut nach Endotoxin (LPS)-
Stimulation (n=6). * zeigt eine signifikante
TNFa-Synthese nach LPS-Stimulation
(p<0,05).

« LPS »-Probe.

-IL8

Die [L8-Konzentrationen in den Kontrollproben betrugen 30%6,6 pg/ml im
Narbelschnurblut und 11,445,1 pg/ml im Erwachsenenblut. Nach Endotoxinstimulation
stiegen die IL8-Konzentrationen auf 791,8+99,5 im Narbelschnurblut (p<0,02) und auf
408,5183 pg/ml im Erwachsenenblut (p<0,05). Im Vergleich damit stiegen nach Kéltestress
die IL8-Konzentrationen im Nabelschurblut bis auf 1074,8+114,6 pg /ml (p<0,02), blieben
jedoch im Erwachsenenblut unverindert (511+116,6 pg/ml). Nach Wirmestress wurde im
Nabelschnurblut und im Erwachsenenblut eine nicht signifikant unterschiedliche Abnahme
der IL8-Konzentrationen gemessen. Der EinfluB von Kilte- und Wirmestress auf die IL8-
Synthese im Nabelschnurblut ist in Abbildung 42 dargestellt und im Erwachsenenblut in
Abbildung 43.
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Abbildung 42. EinfluB von Kilte- und Abbildung 43. EinfluB von Kilte- und
Wirmestress auf die IL8-Produktion im Wiarmestress auf die IL8-Produktion im
Nabelschnurblut nach Endotoxin (LPS)- Erwachsenenblut nach Endotoxin {LPS)-
Stimulation (n=8). * zeigt eine Stimulation (n=6). * zeigt eine signifikante
signifikante I1.8-Synthese nach LPS- IL8-Synthese nach LPS-Stimulation
Stimulation (p<0,02). **: p<0,02 im (p<0,05).

Vergleich zur « LPS »-Probe.

-IL10

Die IL10-Konzentrationen in den Kontrollproben betrugen 2,85+1,12 pg/ml bei den
Neugeborenen und 4,87+2,64 pg/ml bei den Erwachsenen.

Nach der Endotoxinstimulation stiegen die IL.10-Konzentrationen auf 73,0+16,6 pg/ml bei
den Neugeborenen (p<0,005) und auf 46,7+5,4 pg/ml bei den Erwachsenen (p<0,0001) an.
Im Vergleich zu diesen Referenzwerten wurde eine signifikante Zunahme der I1.10-
Konzentration nach Kiltestress sowohl bei den Neugeborenen (134,21434,2 pg/ml)
(p<0,005) als auch bei den Erwachsenen (77,818,1 pg/m!} (p<0,002) beobachtet. Dagegen
wurde nach Wérmestress eine im Vergleich zu den Referenzwerten signifikante Abnahme
der IL10-Konzentrationen sowohl bei den Neugeborenen (39,0+8,5 pgml) (p<0,01) als
auch bei den Erwachsenen (21,7+4,4 pg/mi) (p< 0,01) gemessen. Es bestand keine
signifikante Differenz zwischen den Werten im Nabelschnurblut und denjenigen im
Erwachsenenblut. Der EinfluB} von Kilte- und Wirmestress auf die IL.10-Produktion beim
Erwachsenen ist in Abbildungen 44 und derjenige beim Neugeborenen in Abbildung 45
dargestellt.
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Abbildung 44. Einfluff von Kilte- und
Wiirmestress auf die durch Endotoxin (LPS)-

stimulierte IL10-Produktion im

Nabelschnurblut (n=10). * zeigt eine
signifikante IL10-Produktion nach LPS-
Stimulation im Vergleich zur Kontrollprobe

(p<0,005). ** : p<0,005 und ***; p<0,01 im

Vergleich zur « LPS »-Probe.
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Abbildung 45. EinfluB von Kilte- und
Wirmestress auf die durch Endotoxin (LPS)-
stimulierte IL.10-Produktion im
Erwachsenenblut (n=17). * zeigt eine
signifikante IL10-Produktion nach LPS-
Stimulation im Vergleich zur Kontrollprobe
(p<0,0001). ** : p<0,002 und ***: p<0,01 im
Vergleich zur « LPS »-Probe.

Der Effekt von Kilte- und Wirmestress auf die Zytokinsynthese in vitro ist in Tabelle 4.29

zusammengefalit.
Zytokine
TNFa IL6 ILs IL10
NSB EB NSB EB NSB EB NSB EFB
Kiiltestress + ¥ » - T - T N
Wiirmestress - - - - - - v

Tabelle 4.29. Einfluf von Ki#lte- und Wirmestress auf die Zytokinsynthese in vitro. NSB:
Nabelschnurbiut; EB: Erwachsenenblut; 4: signifikante Zunahme; \: signifikante Abnahme; —: kein

signifikanter Effekt.
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Zusammengefafit setzen mit Endotoxin stimulierte Leukozyten aus Nabelschnurblut ebenso
wie aus Erwachsenenblut neben den pro-inflammatorischen Zytokinen TNFo., IL6 und IL8
signifikante Mengen des anti-inflammatorischen IL10 frei.

Im Nabelschnurblut wird die IL6-, IL8- und hauptséchlich die IL10-Produktion durch
Kiiltestress stimuliert und die TNFa-Synthese inhibiert. Im Erwachsenenblut wird die
IL10-Produktion durch Kilte stimuliert, die IL.6-, IL8-Synthese werden nicht signifikant
beinfluBt und die TNFa-Synthese inhibiert. Im Nabelschnurblut sowie im
Erwachsenenblut wird die IL.10-Synthese durch Wirmestress inhibiert. Die TNFa-
Synthese wird tendenziell durch Wirmestress inhibiert, wobei IL6- und IL8-Synthese nicht
signifikant beinflufit werden.

Ee S
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5. Diskussion

5.1 EKK-bedingte systemische entziindliche Reaktion
5.1.1 Komplementaktivierung

Anfang der achtziger Jahre wurde gezeigt, dad Herzoperationen mit Einsatz des EKK eine
rminalen Komplex (Membran-Attack-

Aktivierung des Komplementsystems' bis zum te

Komplex) zur Folge haben (40,102). wihrend dieses
Studien mit dem Verlauf der

Phiinomen beim Erwachsenen

ausfiihrlich untersucht wurde, haben sich nur wenige

Komplementaktivierung und den ihr zugrundeliegenden Mechanismen im Kindesalter

beschaftigt (125,159).

Unsere Untersuchungen zeigen, daf Neugeborene, Sauglinge und Kinder wihrend des

EKK eine signifikante Komplementaktivierung mit C3-Konversion und C5a-Freisetzung

aufweisen (159,162). Die beschriebene suboptimale Funktion des alternativen

Aktivierungsweges bei Neugeborenen (27 ,202) scheint diesen Prozef nicht zu

beeinflussen.

Es ist allgemein akzeptiert, daf der alternative
zwischen den kinstlichen Oberflichen des Herzlungenmaschinen-Systems und dem
(40,102). Ferner wird der klassische Aktivierungsweg

Aktivierungsweg durch den Kontakt

Patientenblut in Gang gesetzt wird

nach Protamingabe durch Heparin-Protamin
wurde weder wihrend des EKK noch nach Protamingabe ein signifikanter C4-Verbrauch

beobachtet. Im Gegenteil, der C4-Wert stieg am Ende des EKK signifikant an, wobei die
die zu diesem Zeitpunkt {iblicherweise erfolgt, fiir eine C4-

-Komplexe aktiviert (101). In unserer Serie

Blut- und Frischplasma-Gabe,

Substitution verantwortlich sein konnte. Eine definitive
an der EKK-bedingten

Komplementaktivierung ist nur durch den Nachweis von spezifischen aktivierten

ijerungsweges wie C4a moglich.

Aussage beziiglich der

Beteiligung des klassischen Aktivierungsweges

Komplementfragmenten des klassischen Aktiv

Unsere Patienten zeigten eine signifikante C3-Konversion, die ihren Gipfel nach

Protamingabe erreichte, bereits nach der Wiederbeliiftung der Lungen d.h. nach der
Reinstitution der Myokardperfusion und dem Aufwirmen des Patienten. Diese
Beobachtung konnte auf einen komplementaktivierenden Effekt der Myokardischémie

selbst hinweisen. Die Korrelation zwischen dem C3d/C3
wir beobachteten, untermauert diese Annahme. Es ist denkbar, daf

-Quotienten und der Dauer der

Myokardischimie, die
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die withrend der Myokardischimie marginalisierten Leukozyten unmittelbar nach der
Myokardreperfusion durch die Freisetzung von Degranulierungsprodukten und die Bildung
von Zellaggregaten (152) den alternativen Aktivierungsweg in Gang gesetzt haben (191).
Da aber die Cardioplegielsung eine Blutstase wihrend der Myokardischiéimie und das

“ no-reflow -Phéinomen verhindert (8), erscheint die Hypothese des ischimischen
Myokards als wesentliche Quelle fiir die EKK-bedingte Komplementaktivierung eher
unwahrscheinlich. Mdglicherweise spielt das simultan zur Wiederbeltiftung der Lungen
stattfindende Aufwiirmen des zirkulierenden Blutes fiir die C3-Konversion eine
entscheidende Rolle. Die enzymatischen Reaktionen, die die Komplementaktivierung
kontrollieren, sind in der Tat temperaturabhingig (129,130). Es ist also anzunehmen, daf§
sie ihre unter hypothermischen Bedingungen eingeschriinkte Aktivitit nach dem Erreichen
physiologischer Temperaturen normalisieren.

Der Grad der Hypothermie wihrend des EKK bzw. die Durchfithrung eines
Kreislaufstillstandes hatten in unserer Serie keinen EinfluB} auf die C3-Konversion und die
CSa-Generation. Ferner fanden wir, im Gegensatz zur Beobachtung anderer Autoren
(102), keinen Zusammenhang zwischen der Dauer des EKK und dem Ausmaf der
Komplementaktivierung, Der kaskadenartige Ablauf der Komplementaktivierung und die
vielfiltigen Faktoren, die ihn kontrollieren, machen eine enge Beziehung zwischen der
Dauer des inflammatorischen Stresses und dem AusmaB der C3-Konversion bzw. der C5a-

Generation unwahrscheinlich.

5.1.2 Leukozytenmobilisation

Unsere Ergebnisse zeigen, daB bei der Einleitung des EKK eine signifikante Leukopenie
auftritt, die bis auf die Lymphozyten alle Leukozytenformen betrifft,. Wihrend des EKK
bleiben die Leukozytenzahl und die Leukozytenformen unverindert. Eine signifikante
Leukozytose, die bis auf die Lymphozyten und Basophile alle Formen betrifft, wird am
Ende des EKK beobachtet. Die Leukozytenkinetik withrend und unmittelbar nach dem
EKK steht unter dem Einfluf verschiedener physikalischer und entziindlicher Faktoren.
Eine Leukozytenadhéasion auf den kiinstlichen Membranen des Herzlungenmaschinen-
Systems liegt nach Einleitung des EKK sicherlich vor (180). Ferner wurde bei
erwachsenen Patienten nachgewiesen, dafl die beobachtete Neutropenie zum Teil auf die
Reduktion des Blutflusses und auf die Hypothermie zuriickzufiihren ist (143). Dies ist
dadurch zu erkldren, daB die FluBreduktion und die Hypothermie die Eigenschaften der
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Zellmembranen modifizieren und eine Zellmarginalisierung im Gewebe hervorrufen
(143,152). Sobald der Lungenblutflufl auf 10% des normalen Wertes reduziert ist, wird die
Lunge ein wichtiger Ort der Leukozytenmarginalisierung (143). Das Leukozyten-

“ Trapping ” in anderen Organen ist beim Menschen bisher nicht untersucht worden.
Andere Faktoren, die sich auf die Leukozytenmobilisation wihrend und nach dem EKK
auswirken, sind die Entziindungsmediatoren, die die Leukozytenmotilitat direkt oder
indirekt beeinflussen. In unserer Serie wurde bei Neugeborenen eine Korrelation zwischen
dem C3d/C3-Quotienten und der Leukozytenzahl wihrend des EKK beobachtet, sodal es
naheliegt, daBl chemotaktische Komplementfaktoren die Leukozytenmobilisation
stimulieren. Die hier involvierten Mechanismen sind jedoch komplex, zumal aktivierte
Komplementfragmente gleichzeitig eine Leukozytenattraktion aus dem marginalisierten
Pool wie auch eine Leukozytenaggregation und -marginalisierung durch die Synthese von
Adhisionsmolekiilen verursachen konnen (3,191). Neben den aktivierten
Komplementfragmenten haben andere Faktoren einen EinfluB} auf die Expression von
Adhzsionsmolekiilen (3,4); es wurde sogar kiirzlich gezeigt, daB die Inhibition des
Komplementsystems mit Hilfe des CR1 die Expression des Adhéisionsmolekiils
CD11b/CD18 im simulierten EKK nicht hemmt (66). SchlieBlich stellt die Anzahl der
Leukozyten, die wihrend des EKK zirkulieren, lediglich die Resultante aus den
demarginalisierten und marginalisierten Zellen dar und ermbglicht alleine keine Aussage
iiber ihren Aktivierungsstatus.

Unsere Patienten wiesen am Ende des EKK eine Leukozytose auf, die von der Dauer des
EKK, die das AusmaB des gesamten intraoperativen entziindlichen Stresses widerspiegelt
(102), abhiingig war. Das Wiedereinsetzen der Lungenperfusion, das Aufwirmen der
Patienten und die systemische Freisetzung von chemoattraktiven Substanzen sind
Faktoren, die zusammen die Leukozytendemarginalisierung am Ende des EKK
beeinflussen. Da der Leukozytenverlauf bei den Patienten, die préoperativ
Glucokortikoide erhielten (4.1.2) bzw. nicht erhielten (4.1.4), dhnlich war, scheint die
Rolle der Glucokortikoide (die eine Neutrophilie mit Lymphopenie induzieren (43)) auf
die Leukozytenmobilisation nicht im Vordergrund zu stehen. In beiden Patientengruppen
beobachteten wir, daB die Zahl der Lymphozyten, im Gegensatz zu derjenigen der
Neutrophilen, durch den EKK wenig verindert wird.

Patienten, die unter KSS und tiefer Hypothermie operiert wurden, zeigten am Ende des
EKK eine weniger ausgeprégte Leukozytose, mdglicherweise aufgrund der Leukozyten-
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marginalisierenden Wirkung der tiefen Hypothermie (143). Dieser Effekt war von der
Dauer des EKK, die bei den Patienten mit und ohne KSS gleich lang war, unabhingig.

5.1.3  Leukozyten- und Mastzellendegranulierung

Der Prozefl der Degranulierung, der durch den EKK in Gang gesetzt wird, betrifft nicht nur
die Neutrophilen und die Monozyten, sondern auch die Eosinophilen und die Basophilen.
In der Tat beobachteten wir bei unseren Patienten eine signifikante Ausschiittung von ECP
und Histamin neben der Freisetzung von Elastase und Myeloperoxidase (159,160,161).
Elastase und Myeloperoxidase gelten als Hauptmarker fiir die Neutrophiiendegranulierung
(155), wobei Myeloperoxidase als Marker fiir den Neutrophilen-Aktivierungsgrad der
Elastase iberlegen ist (64). Die Korrelation zwischen dem Ausmal} der Elastase- und
Myeloperoxidase-Freisetzung und dem C3d/C3-Quotienten, die wir am Ende der
Operation bei unseren Patienten fanden, weist u.a. auf den anaphylatoxischen Effekt der
Komplementfragmente wihrend des EKK hin. Da die Myeloperoxidase-Freisetzung
jedoch ihren Gipfel sehr friih nach Beginn des EKK erreichte, d.h. bevor eine signifikante
C3-Konversion {iberhaupt nachweisbar war, miissen bei unseren Patienten weitere
Mechanismen die Leukozytendegranulierung mitbeeinfluBt haben. Dazu geh&ren der
direkte Kontakt zwischen den Leukozyten und den Fremdoberfléichen und die Freisetzung
von aktivierten Mediatoren des Hageman-Systems. Eine Aktivierung des Hageman-
Systems konnten wir anhand der Prikallikrein-Bestimmung nicht nachweisen (159),
wihrend erhShte Bradykinin-Konzentrationen wihrend des EKK von anderen demonstriert
wurden (189).

In unserer Serie korrelierte die Elastase- und Myeloperoxidase-Freisetzung mit der Dauer
des EKK und der Myokardischéimie, als Hinweis auf die Abhiingigkeit der
Leukozytendegranulierung von der Dauer des gesamten EKK-bedingten entziindlichen
Stresses.

Im Gegensatz zur Myeloperoxidase-Freisetzung, die frith nach der Einleitung des EKK
massiv auftrat, war die Ausschiittung von ECP aus den Eosinophilen und von Histamin
und PGD; aus den Basophilen und Mastzellen bei unseren Patienten verzogert. Die
Mechanismen, die der wihrend des EKK beobachteten Sequenz der Freisetzung
verschiedener Leukozyten- bzw. Mastzellendegranulierungsprodukte zugrundeliegen,
bleiben ungekiéirt. In vitro Untersuchungen zeigen, daf} die Natur der Proteinasen, die aus
den Leukozyten degranulieren, und deren Degranulierungskinetik von der Art des Stimulus

EpE———
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und vom Entziindungsstadium der Zellen vor der Stimulation abhingen (155,185). Diese
Daten werden jedoch von in vivo Studien nicht belegt (184). Es bleibt ungeklirt, ob eine
Aktivierungssequenz der Leukozyten (zB. eine primére Neutrophilendegranulierung,
gefolgt von einer Eosinophilen- und Basophilendegranulierung) wihrend des EKK besteht.
Ebenso is unklar, ob aus Leukozyten freigesetzte Proteinasen, die an der Spaltung von
Komplementfragmenten und von Komponenten des Hageman-Systems beteiligt sein
k&nnen (106,155,185), eine spitere Zellaktivierung mit Degranulierung hervorrufen.

Die Freisetzung von ECP und Histamin war bei unseren Patienten von der Dauer des EKK
und der Myokardischiimie unbeeinflufit. Sie korrelierte hingegen mit dem Grad der
Hypothermie wihrend des EKK, eine Korrelation, die wir ebenfalls fiir die
Myeloperoxidase-Freisetzung fanden (Abbildung 4.6). Diese bisher nicht bekannte
Beziehung mag auf den physikalischen Effekt der Hypothermie auf die
Zellmembranbewegungen zuriickzufiihren sein. Durch die Hypothermie werden

“ Capping ” und intrazelluldre Integration der Liganden, die sich an der
7ellmembranoberfliche befinden, inhibiert, sodaB eine Ligandenakkumulation entsteht
(149). Sobald die Tempetaturbedingungen es ermdglichen, sind die Zellen einem
massiven Degranulierungsstimulus ausgesetzt.

In unseren Untersuchungen hatten Histamin und PGD, weder wéhrend noch nach dem
EKK einen parallelen Verlauf: im Gegensatz zu Histamin stiegen die PGD,-
Konzentrationen ausschlieBlich am Ende des EKK an und waren am ersten postoperativen
Tag vollstandig normalisiert. Diese Beobachtung legt nahe, daf Basophile und nicht
Mastzellen fiir die intra- und postoperative Histaminfreisetzung bei unseren Patienten
verantwortlich gewesen sind. Im Ubereinstimmung mit anderen (64,198) fanden wir keine
Korrelation zwischen der Konzentration von Leukozytendegranulierungsprodukten und der
simultan gemessenen Leukozytenzahl, die, wie oben diskutiert, keinen guten Marker fiir
den Aktivierungsgrad der Zellen darstellt.

5.14  Zytokinsynthese

Nur wenige Arbeiten haben sich mit der EKK-bedingten Zytokinsynthese beim Kind
beschiftigt (34,67). Unsere Ergebnisse belegen, daf wiihrend des EKK eine signifikante
Synthese der pro-inflammatorischen Zytokine TNFa, IL6 und IL8 und ebenfalls des anti-
inflammatorischen IL10 stattfindet (156,160). Bis auf einzelne Berichte iiber eine EKK-
bedingte IL8-Synthese (67) und TNFo.-Produktion (34) stehen vergleichbare Daten nicht
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zur Verfiigung. Dagegen ist die Zytokinproduktion beim am Herzen operierten
Erwachsenen durch zahireiche Arbeiten gut dokumentiert. Es wurde gezeigt, daB wihrend
des EKK IL1, IL6, IL8 und TNFo produziert werden (83,88,95,98,173,175), und dafl der
Zytokingipfel dem Gipfel der aktivierten Komplementfragmente folgt (83,173). Ferner
wurde kiirzlich beobachtet, daB wihrend des EKK eine wenig ausgeprigte, jedoch
signifikante [L.10-Synthese stattfindet, als Hinweis auf eine anti-inflammatorische
Reaktion des dem EKK ausgesetzten Organismus (175).

Pro- und anti-inflammatorische Zytokine zeigten in unserer Untersuchung einen
unterschiedlichen Verlauf: TNFo. und IL8 stiegen wihrend des EKK progressiv an und
erreichten ihren Gipfel nach Protamingabe bzw. in der frithen postoperativen Periode,
withrend IL6 im untersuchten Zeitraum seinen Gipfel 4 Stunden postoperativ aufwies.
IL10 hingegen zeigte einen doppelgipfligen Verlauf, mit einem ersten schwachen, jedoch
signifikanten Anstieg 10 Minuten nach der Einleitung des EKK, gefolgt von einer
Normalisierung seiner Konzentrationen sowie einem zweiten, jetzt maximalen Anstieg 24
Stunden nach der Operation. Der vergleichbare Verlauf der pro-inflammatorischen
Zytokine wihrend des EKK spricht fiir einen gemeinsamen Stimulationsmechanismus der
involvierten Zellen (haupsachtlich Monozyten, Makrophagen, Neutrophile und
Endothelzellen), der durch die aktivierten Komplementfragmente bedingt sein kdnnte
(83,173). Da eine signifikante transpulmonale Differenz der Zytokinkonzentrationen nicht
nachzuweisen war, sind pulmonale Endothelzellen und Makrophagen hier fiir eine
bedeutsame Zytokinsynthese ausgeschlossen.

Bemerkenswerterweise fand in unserer Untersuchung ein signifikanter Anstieg von TNFo
und IL8 nach Reinstitution der Myokardperfusion und Wiederaufwérmen des Patienten
statt, Dieser Verlauf unterstiitzt die Hypothese, dafi die Myokardischémie ebenfalls ein
relevanter Stimulus fiir die Produktion von pro-inflammatorischen Zytokinen sein kénnte
(99). Esist in der Tat bekannt, daB eine Kombination von anoxischen und hyperoxischen
Manipulationen die IL8-Synthese induziert, die eine wichtige Rolle in den Ischimie-
Reperfusionsschéiden spielen konnte (126).

Wir beobachteten wihrend und nach dem EKK eine signifikante I1L.10-Produktion, die
einen nahezu spiegelbildlichen Verlauf zu den pro-inflammatorischen Zytokinen aufwies.
Diese Beobachtung spricht fiir eine Kontrolle der pro-inflammatorischen Zytokinsynthese
durch IL10. IL10 ist fiir seine Eigenschaft, pro-inflammatorische Zytokine zu inhibieren,
bekannt. In vitro hemmt IL10 die Synthese von TNF¢, IL1, IL6 und IL8 (36,76,116) und
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ebenfalls seine eigene Produktion (145). Es ist denkbar, daB IL10 bei unséren Patienten
die Synthese von pro-inflammatorischen Zytokinen inhibiert und damit eine Kontrolle der
systemischen entziindlichen Reaktion, die diese Kinder aufwiesen, iibbernommen hat. Da
aber der IL10-Gipfel mindestens 20 Stunden nach dem Gipfel der pro-inflammatorischen
Zytokine auftrat, scheint die IL10-Produktion in vivo eine Antwort auf den entziindlichen
Stimulus zu sein (182,190). Die primére Produktion von pro-inflammatorischen Zytokinen
ist daher von der IL.10-Synthese nicht gehemmt.

Die Analyse der maximalen IL10-Konzentrationen bei unseren Patienten zeigte, daB nicht
alle, sondern nur dicjenigen, bei denen die Kerntemperatur wihrend des EKK auf unter
30°C herabgesetzt wurde, am ersten postoperativen Tag ethohte IL10-Werte aufwiesen.
Zwischen den maximalen IL10-Konzentrationen und der minimalen rektalen Temperatur
wurde eine gute Korrelation gefunden (Abbildung 4.15). Eine #hnliche Korrelation wurde
zwischen den maximalen IL6-Werten (Abbildung 4.17), nicht jedoch zwischen IL8 bzw.
TNFo und der minimalen Bluttemperatur wiihrend des EKK nachgewiesen. Der
Mechanismus, der die Beziechung zwischen IL10- bzw. IL6-Synthese und Hypothermie
bestimmt, ist unklar, wobei ein Effekt der Kiite auf das Zytoskelett und schliellich auf die
Genexpression von Proteinen diskutiert werden kann (siche 5.4). Unsere Ergebnisse legen
nahe, daf die K#lte-induzierte IL10-Synthese den organprotektiven Effekt der
Hypothermie zum Teil erkliren kénnte, auch wenn gleichzeitig eine vermehrte IL6-
Produktion induziert wird. IL6 ist der Hauptregulator der APR (87), und wenn seine
erthohten Werte auch auf einen entziindlichen Zustand hindeuten und mit der Morbiditéit im
septischen Schock assoziiert sind (141), hat dieses Zytokin selbst - im Gegensatz zu TNFo.
- doch keine zytotoxischen Eigenschaften. IL6 erhoht die Produktion des IL1-Rezeptor-
Antagonisten und des 16slichen TNF-Rezeptors, sodal es durchaus anti-inflammatorische
Wirkungen hat (178).

Wir fanden eine gute Korrelation zwischen der maximalen IL.6-Konzentration 4 Stunden
postoperativ und dem CRP-Wert 8 Stunden spéter. Dies bestitigt die bekannte Induktion
der intrahepatischen Akut-Phase-Protein-Synthese durch IL6 (87).

In unserer Untersuchung fanden wir wihrend und nach dem EKK eine Korrelation
zwischen der Leukozytenmobilisation und den IL8-Konzentrationen. IL8 ist ein potenter
chemotaktischer Faktor fiir Neutrophile (181), der den Leukozytenverkehr bei unseren
Patienten beeinflussen kénnte, wie die 10 Minuten nach Einleitung des EKK zwischen
Leukozytenzahi und IL8 bestehende Relation nahelegt. Am Ende des EKK ist die
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Bezichung zwischen zirkulierenden Zellen (hier Monozyten) und IL8-Konzentration
negativ. Diese Beobachtung kdnnte ein Hinweis auf die Eigenschaft von IL8 sein, durch
die Expression von Adh#sionsmolekiilen eine Leukozytenmarginalisierung am Ende des
EKK hervorzurufen (4).

ZusammengefaBt zeigen diese Ergebnisse, dall der EKK eine systemische entziindliche
Reaktion bei Kindern hervorruft, an der Komplementaktivierung, Leukozytenstimulation
und Zytokinsynthese beteiligt sind. Operationsparameter wie die Dauer des EKK bzw. der
Myokardischimie und besonders der Grad der Hypothermie withrend des EKK beinflussen
das Ausmaf der perioperativen entziindlichen Reaktion. Die Hypothermie verstérkt
einerseits die Leukozytendegranulierung, andererseits korreliert sie mit der Produktion des
anti-inflammatorischen IL10 und des IL6. Diese letztere Beobachtung legt nahe, daf} die
Hypothermie neben ihrer den Stoffwechsel drosselnden Wirkung auch durch einen anti-
inflammatorischen Effekt organprotektiv wirken kénnte.

5.2 Bezichung zwischen systemischer entziindlicher Reaktion und

postoperativen Komplikationen

5.2.1 Komplementaktivierung und postoperatives MOV

Aufgrund unserer klinischen Erfahrungen mit Kindern, die nach operativer Korrektur eines
kongenitalen Herzfehlers mit Einsatz des EKK eine Dysfunktion vitaler Organe aufwiesen,
definierten wir diagnostische Kriterien fiir das postoperative MOV (164). Wir
postulierten, daB diese Komplikation eine Folge der durch den EKK bedingten
systemischen entziindlichen Reaktion, d.h. ein sekundéres Multiorgan-Dysfunktions-
Syndrom (1) sei. Die Beziehung zwischen der perioperativen systemischen entziindlichen
Reaktion und MOV, obwohl ausfithrlich diskutiert (30,33,128,195), wurde bisher nicht
belegt.

In der hier untersuchten Serie entwickelten 8 der 29 Kinder ein MOV, das sich klinisch als
ein homogenes Krankheitsbild manifestierte und bis zum 3. postoperativen Tag bei allen
Patienten klinisch vollstéindig ausgebildet war (159). Alle Patienten mit MOV benétigten
unmittelbar postoperativ Katecholamine in hoher Dosis. Alle wiesen eine
Niereninsuffizienz und eine Leberinsuffizienz sowie hohes Fieber und
Gerinnungsstérungen mit Thrombozytopenie auf. Sieben der 8 Patienten zeigten

Rhythmusstérungen (wobe’i 6 dieser 7 Patienten eine junktionale ektopische Tachykardie
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hatten), 7 der 8 Patienten entwickelten neurologische Stérungen und 6 eine respiratorische
Insuffizienz. In Ubereinstimmung mit anderen Untersuchungen (73) war das MOV in
unserer Serie mit einer hohen Mortalitéit (40%) belastet.

Die vorhandenen préoperativen klinischen Daten waren fiir das Aufireten eines MOV nicht
diskriminierend. Sieben der 8 Patienten hatten jedoch einen zyanotischen Herzfehler, und
3 Kinder wurden nach Fontan operiert. Die Dauer des EKK, die Dauer der
Myokardischimie und der Hypothermiegrad waren bei den Patienten mit und ohne MOV
nicht unterschiedlich.

Dagegen waten die Marker der Komplementaktivierung und der Leukozytenstimulation
wihrend des EKK frithzeitig diskriminierend. Die Patienten mit MOV zeigten im
Vergleich zu den Patienten ohne MOV bereits nach der Wiederbeliiftung der Lungen eine
signifikant ausgeprigtere C3-Konversion, die bis zum Ende des EKK und sogar
postoperativ weiterhin bestand. Die C3- und C4-Werte wihrend des EKK waren bei den
Patienten mit MOV signifikant niedriger und deuten somit auf einen ausgeprégteren
Verbrauch dieser Proteine hin. Die C5a-Konzentrationen hingegen waren in beiden
Gruppen gleich. Das C5a fixiert sich an den Neutrophilen, die fiir dieses
Komplementanaphylatoxin eine groBe Aviditit aufweisen und es aus dem zirkulierenden
Pool entfernen (80). Das Vorhandensein #hnlicher C5a-Konzentrationen ist aus diesem
Grund mit einer unterschiedlichen C5a-Generation nicht unvereinbar. Es kann also bei den
Patienten mit postoperativem MOV von einer ausgepréigteren, durch den EKK bedingten
Komplementaktivierung bzw. C3-Konversion ausgegangen werden. Eine frijhere
Untersuchung zeigte eine dhnliche Korrelation zwischen C3a-Konzentrationen und
isolierter postoperativer Organdysfunktion (102).

Auch Elastase wurde bei unseren Patienten mit MOV in grieren Mengen aus den
Neutrophilen freigesetzt. Diese Beobachtung spricht dafiir, daB aktivierte
Komplementfragmente wie der Membran-Attack-Komplex fiir den Zellzerfall bei unseren
Patienten nicht allein verantwortlich sind, sondern daB weitere Mechanismen wie die
Leukozytenaktivierung und die Freisetzung von proteolytischen Enzymen ebenfalls
beteiligt sind (193).

Obwohl wir fiir die Ergebnisse des C3d/C3-Quotienten eine breite Standardabweichung
beobachteten, die es nicht erlaubte, aus diesem Wert Voraussagen fiir individuelle
Patienten zu treffen, wurden von allen mit der logistischen Regression getesteten ‘

Parametern die intraoperative C3-Konversion und die Elastase-Freisetzung in das Modell
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aufgenommen, das schlieBlich in 76% der Fiille eine korrekte Voraussage’ des MOV
ermdbglichte.

Der Grund fiir die interindividuell unterschiedliche Komplementaktivierung und Elastase-
Freisetzung, die bei unseren Patienten und ebenfalls in anderen Untersuchungen
beobachtet wird, ist unklar. Es ist jedoch vorstellbar, daB in unserer Serie weitere
Parameter wie die préioperative Zyanose, die bei 7 der 8 Patienten mit MOV bestand, einen
EinfluB gehabt haben. Die prioperative Zyanose hat durch die begleitende Polyglobulie zu
einer ausgeprégteren Himodilution des Patientenblutes gefiihrt, die wiederum einen
Stimulationsfaktor fiir das Hagemansystem darstellt (94).

Die Patienten mit MOV wiesen postoperativ im Vergleich zu den Patienten, die diese
Komplikation nicht entwickelten, einen zweiten Gipfel des C3d/C3-Quotienten mit extrem
niedrigen C3- und C4-Werten auf. Neben dem kaskadenartigen Mechanismus, der die C3-
Konversion verstirkt, unterhilt sich das MOV durch die unzureichende Clearance der
aktivierten Komplementfragmente und durch die insuffiziente intrahepatische Synthese
von C3 und C4 sicherlich auch selbst. Die Leberinsuffizienz, die bei allen unseren
Patienten Bestandteil des MOV war, ist vermutlich auch fiir die signifikant niedrigeren
CRP-Werte, die diese Patienten aufwiesen, verantwortlich, Die trotz des ausgeprigteren
systemischen Entziindungsstresses eingeschriinkte CRP-Synthese bei Patienten mit
postoperativer Leberinsuffizienz erschwert die Interpretation der gemessenen biologischen
Marker der APR. Obschon wir bei Kindern mit offensichtlich normaler postoperativer
Leberfunktion eine gute Korrelation zwischen IL6-Konzentrationen und CRP-Synthese
fanden (siehe 4.1.4 und 4.3.2), wurde das CRP von anderen, die bei ihren Patienten die
postoperative Leberinsuffizienz nicht beriicksichtigten, als unzuverlissiger Marker der
entziindlichen Reaktion nach EKK beim Kind beurteilt (9).

Obwohl Neugeborene im gleichen Mafle wie iltere Kinder wihrend des EKK eine
signifikante Komplementaktivierung mit C3-Konversion und C5a-Freisetzung und eine
vergleichbare Neutrophilenaktivierung aufweisen, wurde in unserer gesamten Erfahrung
das vollstiindige Bild des MOV in dieser Altersgruppe nicht beobachtet. Die Unreife der
Komplementrezeptoren CR3 {CD11b/CD18) (27,202), die eine eingeschriinkte Adhision
von zktivierten Neutrophilen hervorruft, mag eine bestimmite natiirliche Organprotektion
beim Neugeborenen hervorrufen. Das PGE,, das den meisten am Herzen operierten
Neugeborenen zum Offenhalten des Ductus arteriosus prioperativ verabreicht wird, knnte
ebenfalls durch seine bekannte zytoprotektive Wirkung (41) einen Schutz gegen
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schiidigende Effekte des EKK bieten.

In unserer Serie wurden weitere Entziindungsmediatoren, die an der Entstehung von
postoperativen Organdysfunktionen potentiell beteiligt sein kénnten, nicht untersucht. Es
ist denkbar, daBl Zytokine wie TNFo, die in der Pathophysiologie des MOV nach Sepsis
eine mogliche Rolle spielen (141), bei unseren Patienten ebenfalls beteiligt gewesen sind.
Bisher ist jedoch keine Beziehung zwischen den Zytokinkonzentrationen und der

postoperativen Morbiditit demonstriert worden.

5.2.2 Histaminfreisetzung wihrend des EKK und postoperative
Rhythmusstérungen

Beziiglich der Freisetzung von Histamin wihrend des EKK stehen in der Literatur nur
spérliche Informationen zur Verfligung (54,122); ihre klinische Bedeutung ist bisher nicht
untersucht worden.

Neben seinen entzindlichen und immunmodulatorischen Eigenschaften wirkt Histamin auf
das Herz (26,59,112). Hierbei handelt es sich insbesondere um arrhythmogene
Wirkungen, die durch tierexperimentelle Untersuchungen belegt sind (112) und beim
Menschen entweder nach Histamingabe (119) oder im anaphylaktischen Schock auftreten
(131).

Durch seinen die Phase 4 der Depolarisation stimulierenden Effekt erhoht Histamin die
normale Automatizitit der intrakardialen Schrittmacherzellen (112). Ferner kann es durch
die Induktion von langsamen Erregungen (* slow response action potential ), die flir den
Sinusknoten, den AV-Knoten, die Zellen des Sinus coronarius und schlieflich fiir verletzte
Myokarzellen typisch sind (75), tachykarde Rhythmusstérungen hervorrufen (59).. Diese
die Herzfrequenz steigernden Wirkungen des Histamins werden durch Hy-Rezeptoren
vermittelt (112). Auf der anderen Seite gehoren atrioventrikuléire Uberleitungsstérungen
ebenfalls zu den pathophysiologischen Wirkungen des Histamins auf das Reizbildungs-
und -leitungssystem: durch Histamingabe kann im Tierexperiment ein AVB I. bis IIL.
Grades produziert werden, der durch die Gabe eines H;-Blockers verhindert wird (112).
Dieser letztere, die Herzfrequenz senkende Effekt des Histamins wird durch H;-
Rezeptoren vermittelt (112).

Unsere Hypothese war, daB das wahrend des EKK freigesetzte Histamin an der Entstehung
von postoperativen Rhythmusttrungen beteiligt ist.

Voriibergehende Rhythmusstdrungen nach EKK sind beim Kind héufig (166). Bisher hat
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sich jedoch keine Untersuchung mit deren Pathophysiologie gezielt beschftigt.

In unserem untersuchten Patientenkollektiv beobachteten wir bei 8 der 26 Kinder
voriibergehende Rhythmusstérungen (161). Knotenrhythmen (AKR oder JET) waren am
hiufigsten, gefolgt von einem AVB (AVB II mit Sinustachykardie und AVB III). Die
RhythmusstSrungen bildeten sich bei allen Patienten bis zur 5. postoperativen Stunde.aus
und verschwanden wieder bis zum 4. postoperativen Tag, wobet sich allerdings
anschliefend bei 2 Patienten definitive RhythmusstSrungen (kompletter AVB und
Sinusknotendysfunktionssyndrom) manifestierten.

Die Analyse der epidemiologischen Daten und Operationsparameter zeigte, da Patienten
mit voriibergehenden Rhythmusstdrungen jiinger waren und héufiger in tiefer Hypothermie
mit KSS operiert wurden, als die Patienten, die keine Rhythmussttrungen entwickelten.
Da in unserer Institution jiingere Patienten vorzugsweise mit KSS operiert werden, miissen
jlingeres Alter und KSS als voneinander abhingige Variablen betrachtet werden.

Aus unseren Ergebnissen geht hervor, daB die Patienten, die postoperative
Rhythmusstérungen entwickelten, wihrend und nach dem EKK eine ausgeprégtere
Histamin- und ECP-Freisetzung aufwiesen als die Patienten, die diese Komplikation nicht
zeigten. Diese Beobachtung spricht zum einen fiir einen grofieren Entziindungstimulus bei
den Patienten mit Rhythmﬁsstﬁnmgen; zum anderen legt sie nahe, dal Histamin an der
Entstehung postoperativer Rhythmusstrungen beteiligt sein kénnte.

Fiir die Histaminfreisetzung withrend des EKK kommen, wie oben diskutiert, theoretisch
zwei Quellen in Frage, und zwar die Gewebsmastzellen und die zirkulierenden Basophilen.
Das Myokard beinhaltet etwa 3pg/g Histamin in Gewebsmastzellen, das nach Gabe von
Opiaten, Curare, Komplementanaphylatoxinen oder nach Antigen-Antikdrper-Reaktionen
unter experimentellen Bedingungen freigesetzt wird (59). Die voriibergehende PGD»-
Freisetzung, die bei unseren Patienten auftrat, ohne mit dem Ausmaf der
Histaminfreisetzung zu korrelieren, schlieBt aktivierte Gewebsmastzellen als Hauptquelle
fiir das zirkulierende Histamin aus. Nichtsdestoweniger kann {iber eine mogliche
intramyokardiale Histaminfreisetzung keine Aussage gemacht werden, da wir sie nicht
untersuchen konnten.

Die Beziehung, die wir zwischen der Durchfiihrung eines KSS (ohne Einflufl der
Myokardischéimiedauer) und dem Auftreten von postoperativen RhytmusstSrungen
beobachteten, kann als Ausdruck des Einflusses der tiefen Hypothermie (und nicht der
Myokardischimie) auf die Histaminfreisetzung betrachtet werden. Die Beziehung
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zwischen der tiefen Hypothermie und der Histaminfreisetzung wurde bereits diskutiert
(siehe 5.1.3).

Die Analyse des Histaminverlaufs bei den einzelnen Patienten mit Rhythmustdrungen
zeigt, daB 6 der 8 Kinder wihrend oder nach dem EKK pathologische
Histaminkonzentrationen aufwiesen, davon alle Patienten mit JET. Ein Patient mit AKR
und der Patient mit AVB III hatten hingegen normale Histaminwerte.

Die JET ist ¢ine schwerwiegende RhythmusstSrung, die im Kindesalter fast ausschlieBlich
nach Herzoperationen mit Einsatz des EKK beobachtet wird und deren Behandlung héufig
ineffektiv ist (78). Sie istin der Regel selbstlimitierend und sistiert etwa 72 Stunden
postoperativ, sofern der Patient {iberlebt (78,82). Die Pathophysiologie der JET ist nicht
geklirt, allerdings spielen EinfluBfaktoren wie der zugrundeliegende Herzfehier, eine
erhthte vagolytische Aktivitit und die Gabe von Sedativa urd Curarederivaten eine Rolle
(78). In diesem Zusammenhang ist es interessant, daf} eine Histaminfreisetzung aus
Mastzellen und Basophilen nach Gabe von Opiaten und Muskelrelaxiantien beobachtet
wird (124). Im Gegensatz zur JET wird der AKR nach Herzoperationen gut toleriert und
kann, falls erforderlich, mittels Vorhofstimulation symptomatisch erfolgreich behandelt
werden. Wir nehmen an, daB der AKR entweder eine milde Form der JET mit aktiver
Beschleunigung des Knotenrhythmus oder eine passive Manifestation im Sinne eines
relativ schnellen Knotenersatzrhythmus bei voriibergehender Sinusknotendysfunktion
darstellt. Bemerkenswert ist, daB 2 der 3 Patienten mit JET initial einen AKR aufwiesen,
dessen Frequenz in den ersten postoperativen Stunden progressiv anstieg. Diese
Beobachtung, die fiir einen dem AKR und der JET gemeinsamen pathophysiologischen
Mechanismus spricht, wird von der bekannten dosisabhéngigen Wirkung von Histamin auf
die Herzfrequenz (46,112,113) unterstiitzt.

Wir vermuten also, daB das freigesetzte Histamin bei unseren Patienten AKR und JET
verursacht hat. Ferner kénnte Histamin aufgrund seines verlangsamenden Effekts auf die
AV-Uberleitung ebenfalls fur den von uns beobachteten AVB II mit Sinutachykardie
verantwortlich gewesen sein (112). Unwahrscheinlich ist hingegen, da8 Histamin den
ABV III, der bei einem Patienten nach Korrektur eines ASD I mit
Mitralklappenrekonstruktion voriibergehend auftrat, verursacht hat, zumal dieser Patient
keine erhéhten plasmatischen Histaminkonzentrationen zeigte. Es ist anzunehmen, daB bei
diesem Kind der AVB III durch das Operationstrauma bedingt gewesen ist.

Parallel zu ihren erhdhten Histaminwerten wiesen unsere Patienten mit
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Rhythmusstrungen wihrend und nach dem EKK signifikant hohere ECP-Konzentrationen
auf als die Patienten, die keine Rhythmusstdrungen entwickelten. Obwohl das ECP
neurotoxisch und kardiotoxisch ist {(172,185) liegen zur Zeit keine Informationen vor, die
ihm arrhythmogene Eigenschaften zuordnen. Vielmehr muB unserer Meinung nach die
ausgeprigtere ECP-Freisetzung als ein Hinweis auf das gréfiere AusmaB der
Entziindungsreaktion bei den Patienten mit Rhythmusstrungen betrachtet werden, Das
Ergebnis der logistischen Regression bestéitigt in unserer Serie die Relevanz der Histamin-
und ECP-Freisetzung fiir die Voraussage von postoperativen Rhythmusstérungen.
Dagegen scheinen andere Faktoren wie die Dauer des EKK und der Myokardischémie und
der operative Verschluf eines Ventrikelseptumdefektes (d.h. ein operatives Trauma in der
Nihe des Atrioventrikularknotens) keinen EinfluB zu haben. Weitere Untersuchungen, die
wir zur Zeit durchfiihren, sind notwendig, um beziiglich der postoperativen
Rhythmusstérungen bei Kindern genauere epidemiologische Daten zu gewinnen und um
die Rolle des freigesetzten Histamins in der Pathophysiologie postoperativer
Rhythmusstérungen weiter zu kléren, SchlieBlich soll die Effektivitiit von
Histaminrezeptor-Antagonisten zur Behandlung bestimmter postoperativer
Rhythmusstdrungen iiberpriift werden,

5.2.3 Beziehung zwischen der systemischen entziindlichen Reaktion und dem

Kapillarschaden bei Neugeborenen

Eine Zunahme des interstitiellen Wassergehalts, die aufgrund einer.erhéhten
Gefilpermeabilitiit entsteht, ist besonders beim jiingeren Patienten eine haufige
Komplikation von Herzoperationen mit Einsatz des EKK (120). Es wird angenommen,
daf Entziindungsmediatoren, die im Zusammenhang mit dem EKK freigesetzt werden, fiir
die Entwicklung des interstitiellen Odems verantwortlich sind (195). Diese Beziehung ist
jedoch bisher nicht bewiesen worden.

In unserer Serie trat das CLS bei 13 der 25 untersuchten Patienten auf (165). Diese
Inzidenz entspricht unserer gesamten Erfahrung. Aus der griindlichen Analyse der
préoperativen klinischen Daten und der Operationsparameter konnten keine fiir die
Entwicklung des CLS schliissigen Kriterien hergeleitet werden.

Unsere Ergebnisse zeigten hingegen, da3 Neugeborene mit CLS im Vergleich zu den
Patienten, die diese Komplikation nicht entwickelten, bereits 10 Minuten nach Einleitung
des EKK ein ausgepriigteres Proteinleck aufwiesen. Die Zusammenstellung des
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Maschinenfiilivolumens war einheitlich und der Verlauf des Himatokritwertes wihrend
des EXK war in beiden Gruppen vergleichbar, sodaf eine ausgeprigtere Hamodilution fiir
die niedrigeren Proteinkonzentrationen bei den Patienten mit CLS nicht verantwortlich
war. Dagegen wurde eine erhohte mikrovaskulire Permeabilitit fiir verschiedene Proteine
mit einem Molekulargewicht von 21.199 bis 718.000 bei Patienten mit CLS festgestellt.
Dies beweist, daB die an der subendothelialen Membran entstandenen Liicken die
extravaskuliire Passage von kleinen und auch von groBen Proteinen wie das oi-
Makroglobulin zulassen. Dies ist auch in der idiopathischen Form des CLS (beim
Clarkson-Syndrom) beschrieben worden (10).

Nach der Wiederbeliiftung der Lungen glichen sich die Albuminkonzentrationen bei den
Patienten mit und ohne CLS aus; dies ist moglicherweise auf die gréfiere Zufuhr von
Frischplasma bei den Patienten mit CLS zu diesem Zeitpunkt zuriickzufithren.
Entziindliche Mediatoren wie TNFot und Histamin, die wihrend des EKK freigesetzt
werden, spielen filr die Verfinderung der mikrovaskuliren Permeabilitit eine wesentliche
Rolle. Es wird angenommen, daB Entziindungsmediatoren, indem sie die Ladung der
subendothelialen Membran veriindern, eine Endothelzellenkontraktion verursachen und
interzellulsire Liicken hervorrufen (6,23,147). Ein indirekter Effekt entziindlicher
Mediatoren besteht in der Aktivierung von Neutrophilen und der Expression von
Adhisionsmolekiilen, die in den postkapillaren Venolen die subendotheliale Membran
beschiidigen (23). Im Rahmen dieser indirekten Auswirkung induziert TNFot uv.a. die
Expression des Adh#isionsmolekiils ELAM-1 in den Endothelzellen (33). Pro-
inflammatorische Zytokine bzw. Zytokine und akute Agonisten der Entziindung wie
Histamin interagieren synergistisch auf die Gefi8permeabilitiit : in der Tat wurde im
Tierexperiment gezeigt, daB ihre jeweiligen Konzentrationen, die notwendig sind, um
einen vergleichbaren Kapillarschaden zu induzieren, deutlich reduziert werden konnen,
wenn sie zusammen verabreicht werden (16). In unserer Serie zeigten Patienten mit CLS
im Vergleich zu den Patienten, die diese Komplikation nicht aufwiesen, wihrend des EKK
eine ausgeprigtere TNFa-Synthese und Histaminfreisetzung. Unsere Beobachtung legt
also nahe, daB sowohl TNFe als auch Histamin an der Entstehung des perioperativen
Kapillarschadens bei unseren Patienten beteiligt gewesen sind. Zu dem frithen Zeitpunkt,
zu dem eine erhohte Kapillarpermeabilitiit bereits nachgewiesen werden konnte, war
jedoch bei den Patienten mit CLS keine Erhthung der TNFa- und
Histaminkonzentrationen festzustellen. Es ist anzunehmen, da@ die bei den Patienten mit
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CLS erhohte Kapillarpermeabilitit in der Frithphase des EKK einen extravaskuléren
Verlust von TNFo. und Histamin, die beide Proteine mit kleinem Molekulargewicht sind,
verursacht hat.

Im Gegensatz zur ausgeprigteren TNFa-Synthese und Histaminfreisetzung konnte in
unserer Serie bei den Patienten mit CLS keine ausgepriigtere Komplementaktivierung
nachgewicsen werden. In der Tat waren, dem Verlauf von Proteinen mit dhnlichem
Molekulargewicht wie IgG entsprechend, die Konzentrationen der Kompiementproteine
C3 und C4 withrend des EKK bei den Patienten mit CLS signifikant niedriger als bei den
Patienten ohne CLS. Der insbesondere bei Patienten mit CLS erhhte Proteinverlust 148t
in bezug auf eine etwaige erhthte Produktion von Komplementanaphylatoxinen (beide
Gruppen mit und chne CLS wiesen hier vergleichbare Werte auf) kein Urteil zu. Da aber
erhGhte TNFo- und Histaminkonzentrationen bei den Patienten mit CLS fiir eine
ausgepriigtere Leukozytenaktivierung sprechen, ist anzunehmen, daB das AusmaB der
Komplementaktivierung in beiden Patientengruppen unterschiedlich gewesen ist.
Komplementanaphylatoxine sind in der Tat nicht ausschlieBlich, jedoch vorwiegend fiir die
Leukozytenaktivierung wihrend des EKK verantwortlich (85,173). Die Leukozytenzahl,
die wihrend des EKK in beiden Patientengruppen gleich war, spricht fiir &hnliche
Konzentrationen von zirkulierenden chemotaktischen Substanzen.
Bemerkenswerterweise zeigten unsere Patienten mit CLS keine unterschiedlichen
Konzentrationen des C1-Esterase-Inhibitors wihrend und nach dem EKK, obwohl ein
Verbrauch bzw. Mangel dieses Proteins im Sepsis-bedingten CLS beschrieben wird (135).
Unsere Beobachtung wird jedoch durch die Tatsache, daB in der idiopathischen Form des
CLS eine normale Aktivitéit des C1-Esterase-Inhibitors gemessen wird, unterstiitzt (176),
sodaB anzunehmen ist, daB3 ein C1-Esterase-Inhibitor-Mangel fiir das wihrend des EKK
entstehende CLS keine dominierende pathophysiologische Rolle spiett.

Unsere Patienten mit CLS wiesen bereits vor der Operation C5a-Werte und eine
Leukozytenzah] auf, die signifikant hther waren, als bei den Patienten ochne CLS. Obwohl
die CRP-Werte in beiden Patientengruppen nicht unterschiedlich waren, spricht diese
Beobachtung fiir einen préoperativen Entziindungsstatus bei den Patienten mit CLS.
Dieser Status war von der PGE,-Therapie, von der prioperativen
Herzkatheteruntersuchung und von der priioperativen mechanischen Beatmung
unabhiingig. Dies bestitigt unsere Beobachtung, daB bei manchen, jedoch nicht be-i allen

Neugeborenen, bereits vor dem EKK eine ausgepriigte Komplementaktivierung
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festzustellen ist (162). Die Ursache fiir diesen beobachteten Entziindungstatus ist zum
jetzigen Zeitpunkt noch unklar. Es ist denkbar, daf} dieser Status die EKK-bedingte
systemische Entziindungsreaktion durch das “ priming * von immunkompetenten Zeilen
verstirkt hat (13) und dadurch den in unserer Untersuchung kurz nach Einleitung des EKK
beobachteten Kapillarschaden bei den Patienten mit CLS ermdglicht bzw. verstérkt hat.
Diese Hypothese wird durch den Zusammenhang zwischen den prioperativen C5a-Werten
bzw. der prioperativen Leukozytenzahl und der postoperativen Flissigkeitsbilanz bzw.
dem radiologischen Index, den wir bei allen unseren Patienten fanden, unterstiitzt. Weitere
Untersuchungen milssen zeigen, ob eine Kontrolle der préoperativen Entziindungssreaktion

das Auftreten des CLS bei am Herzen operierten Neugeborenen verhindern kann.

Zusammengefait zeigen unsere Ergebnisse, daB die durch den EKK bedingte entziindliche
Reaktion bzw. die Freisetzung spezifischer Mediatoren mit bestimmten postoperativen
Komplikationen assoziiert ist. Wir fanden, da8 das Ausmaf der C3-Konversion und der
Leukozytenstimulation bereits wihrend des EKK mit dem Auftreten eines MOV
korrelierte. Ferner beobachteten wir, da8 hohe Histaminblutkonzentrationen mit dem
Aufireten von voriibergehenden postoperativen RS assoziiert waren. SchlieBlich konnten
wir nachweisen, daB Neugeborene mit postoperativem CLS bereits bei Beginn des EKK
eine erhohte mikrovaskulire Permeabilitit und eine ausgeprigte TNFo.- und
Histaminfreisetzung aufweisen. Diese Beobachtungen lassen einen kausalen
Zusammenhang zwischen AusmaB der C3-Konversion und MOV, AusmaB der
Histaminfreisetzung und postoperativen RS und zwischen TNFa-Synthese und
Histaminfreisetzung und CLS vermuten. Der Grad der C3-Konversion bzw. der
Histaminfreisetzung und der TNFoi-Synthese hat, bezogen auf Patientengruppen, die ein
MOV bzw. voriibergehenden Rhythmusstérungen oder ein CLS entwickeln oder nicht
entwickeln, einen diélq’iminierenden Wert. Das AusmaB der systemischen entziindlichen
Reaktion ermoglicht jedoch keine Voraussage der beobachteten Komplikationen auf

individueller Ebene.
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5.3 EinfluB von Pharmaka auf die EKK-bedingte entziindliche Reaktion

5.3.1 Natriumnifroprussid

Durch eine arbitrire Anderung des EKK-Protokolls wurde in unserer Institution das
Natriumnitroprussid (NNP) anstelle von Phentolamin zur Vasodilatation wihrend der
Abkiihl- und Aufwiirmphase des EKK eingefithrt. Diese Anderung fithrte uns dazu, zwei
Patientengruppen, die konsekutiv operiert worden waren, getrennt zu untersuchen und den
EinfluB von NNP auf die systemische entziindliche Reaktion bei diesen Patienten zu
analysieren (163).

Das NNP ist ein langbekannter Nitrovasodilatator, der kiirzlich als Stickstoffmonoxid
(NO)-Spender wiederentdeckt wurde (70,86). Die Freisetzung von NO aus dem NNP-
Molekiil hiingt von einer Reduktionsreaktion ab, die bei Lichtexposition oder in Gegenwart
von Erythrozytenmembranen, von Membranen der glatten Muskelzellen oder von
reduzierenden Proteinen wie Himoglobin stattfindet (86).

Die Ergebnisse unserer klinischen Untersuchungen zeigen, daB die Patienten, bei denen
intraoperativ NNP als Vasodilatator verabreicht wurde, eine signifikant niedrigere C3-
Konversion und C5a-Generation am Ende des EKK aufwiesen, als die Patienten, die das
Medikament nicht bekamen. Ein Effekt des NNP auf die C4-Konzentrationen wurde in
unserer Studie nicht beobachtet. Da aber C4, wie unsere und andere Untersuchungen
zeigen (101,156), wihrend des EKK offensichtlich nicht verbraucht wird, ist diese
Beobachtung allein kein schliissiger Beweis dafiir, daB ein inhibitorischer Effekt des NNP
auf den klassischen Aktivierungsweg wihrend des EKK auszuschlieBen ist.

Unsere Patienten, die mit NNP behandelt wurden, zeigten im Vergleich zur Kontrollgruppe
eine niedrigere Leukozytenzahl zum Zeitpunkt der Lungenrevex?tilation und am Ende der
Aufwirmphase. Ein Effekt von NNP auf den Leukozytenverkehr wihrend des EKK ist
somit anzunehmen. Dieser Effekt 1Bt sich u.a. durch die Inhibition der C3-Konversion
und die Bildung von chemoattraktiven Substanzen wie C5a bei den Patienten, die NNP
bekamen, erkliren. Nach Protamingabe waren jedoch die Leukozytenzahl und die
Elastase-Konzentrationen in beiden Gruppen gleich. Diese Beobachtung legt nahe, daf3
andere Faktoren als die aktivierten Komplementfragmente die Leukozytenstimulation und
die Leukozytendegranulierung am Ende des EKK bzw. nach Protamingabe bestimmen.
Diese Annahme wird durch die Ergebnisse einer kiirzlich verdffentlichten
tierexperimentellen Arbeit untermauert, die zeigt, daBl im simulierten EKK die Gabe des



110

rekombinanten Komplementrezeptors CR1 die Elastase-Freisetzung und die Expression
des Adhisionsmolekiils CD11b/CD 18 nicht beeinfluBt, obwohl sie eine signifikante
Reduktion der C3a-Produktion hervorruft (66). Faktoren, die neben den
Komplementanaphylatoxinen die Leukozytenmobilisation und/oder die
Leukozytendegranulierung am Ende des EKK bei unseren Patienten haben beeinflussen
konnen, sind physikalischer Natur wie das Aufwéirmen des Patienten (130), sowie
chemotaktische bzw. chemokinetische Substanzen wie der aktivierte Hageman-Faktor,
Bradykinin, Histamin, TNFo. und IL8 (106,118,153).

Um unsere Hypothese der komplementhemmenden Wirkung des NNP zu verifizieren,
wurden von uns in vitro Experimente durchgefiihrt. Die Ergebnisse dieser Experimente
zeigten, dafl sowohl der alternative als auch der klassische Aktivierungsweg des
Komplementsystems durch NNP dosisabhiingig inhibiert wird. Der inhibitorische Effekt
des NNP betrifft die C3-Konvertase beider Aktivierungswege und hemmt die Aktivierung
der Komplementkaskade bis zum lytischen Komplex. Ein Effekt von NNP auf den
alternativen Aktivierungsweg wurde mit deutlich (3-fach) niedrigeren Konzentrationen als
denjenigen, die fiir einen vergleichbaren Effekt auf den klassischen Aktivierungsweg
notwendig sind, beobachtet. Diese Differenz bedarf jedoch einer vorsichtigen
Interpretation, da sie von unseren methodischen Bedingungen direkt abhéngig sein konnte:
die Aktivierung des alternativen Aktivierungswegs, die mittels Himolyse von
Kaninchenerythrozyten gemessen wird, fiihrt im Vergleich zur Aktivierung des klassischen
Aktivierungswegs, die an der Himolyse von Schafserythrozyten gemessen wird, zu einer
geringeren Bildung von C3-Konvertase. Die Aktivitit der C3-Konvertase des alternativen
Aktivierungswegs ist damit leichter inhibierbar.

Unsere Untersuchungen zeigen, da8 NNP unter experimentellen Bedingungen, die
ausschlieflich die Aktivierung des alternativen Aktivierungswegs zulassen, die Zymosan-
induzie;te C3d-Generation inhibiert. Sie beweisen damit, daBl der inhibitorische Effekt von
NNP auf das Komplementsystem zumindest die C3-Konvertase des alternativen
Aktivierungswegs betrifft. Der genaue Mechanismus, der hierfiir verantwortlich ist, bieibt
zu kléren.

Ferner zeigen unsere Experimente, daf3 die Lichtdegradation des NNP und die
Priinkubation des getesteten Serums mit NNP den inhibitorischen Effekt des
Medikamentes auf die in vitro gemessene lytische Aktivitit des Komplementsysteﬁls
verstirkt. Diese Feststellung legt nahe, dal nicht das NNP selbst komplementhemmend
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ist, sondern daB zumindest einer seiner Metabolite ihm seine komplementinhibitorische
Wirkung verleiht. Eine etwaige Rolle der NNP-Metaboliten Ferrozyanat und Zyanid
wurde ausgeschlossen.

Ein weiterer NNP-Metabolit ist NO, das nach Lichtexposition oder nach nicht-
enzymatischer einfacher Reduktion von NNP abgespalten wird (12,70,86). Da die
Lichtexposition in unseren Experimenten die inhibitorische Aktivitit des NNP auf das
Komplementsystem verstirkte und weitere NO-Spender wie Nitroglyzerin und Isosorbid
Dinitrat einen vergleichbaren Effekt auf die lytische Aktivitit des Komplementsystems
hatten, denken wir, daB die Inhibition der Komplementaktivierung, die NNP sowohl in
vitro als auch in vivo bewirkt, durch NO vermittelt wird. Diese Beobachtung (163) ist
unserer Kenntnis nach die erste, die auf eine komplementinhibitorische Wirkung des NO
hinweist .

In unserer klinischen Studie waren die C3-Konversion und die C5a-Produktion durch die
NNP-Gabe zwar reduziert, jedoch nicht vollstindig aufgehoben. Es muB darauf
hingewiesen werden, dafl wir uns mit unserer prospektiven Studie nicht das Ziel gesetzt
hatten, den ungeahnten komplementinhibitorischen Effekt von NNP zu untersuchen. NNP
wurde aufgrund seiner vasodilatatorischen Eigenschaften verabreicht und seine Dosierung
den himodynamischen Parametern entsprechend angepasst. Die Dosis-Wirkungskurve,
die wir in vitro beschreiben, konnte fiir die inkomplette Inhibition der
Komplementaktivierung bei unseren Patienten verantwortlich sein. Die NNP-
Konzentrationen, die in vitro notwendig waren, um einen komplementinhibitorischen
Effekt zu erzeugen (0,2 bis 1 mM), entsprechen mit 60 bis 300 mg/l dem 30- bis 100-
fachen der Konzentration, die ein Kind, dem eine Stunde lang 2 pg/kg/Minute NNP
verabreicht werden, schlieBlich bekommt. Andererseits fiihren héimolytische Tests zur
Beurteilung der funktionellen Aktivitit des Komplementsystems unvermeidlich zur
Freisetzung von freiem Himoglobin, einem potenten NO-Antagonisten (12). Es ist daher
anzunehmen, daB die experimentellen Bedingungen unserer Untersuchungen selbst die
Dosis-Wirkungskurve des NNP in bezug auf seinen antikomplementiiren Effekt negativ
beeinflult haben. Effiziente NNP-Konzentrationen kénnten daher in vivo deutlich
niedriger liegen als diejenigen, die in vitro notwendig sind, um einen vergleichbaren
komplementinhibitorischen Effekt zu erreichen, wobei eine einfache Dosis-Wirkungskurve
in vivo nicht zu erwarten ist. In der Tat stellen in vivo die NNP-Abspaltung und die NO-

Freisetzung einen dynamischen Prozef dar, der u.a. von der ubiquitdren Prisenz von
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reduzierenden Substanzen, die die NO-Freisetzung verstérken oder im Gegenteil von
oxydativen Substanzen, die die NO-Freisetzung inhibieren, abhéingig ist (12). Die
Konzentration dieser Substanzen ist in den verschiedenen Geweben unterschiedlich und
wird sicherlich vom Entziindungsstatus des Patienten beeinfluflt. Intrazelluléire Produkte
wie freies Himoglobin und freie O,-Radikale, die im Rahmen des EKK freigesetzt werden,
oder auch Zellmembranen haben die Eig_enschaft, die lokale NO-Freisetzung aus dem NNP
zu verstiirken oder zu inhibieren (12). Ferner spielen moglicherweise physikalische
Faktoren, wie die bei unseren Patienten durchgefilhrte Hypothermie, ebenfalls eine
relevante Rolle, da mit der in vitro bei Temperaturen zwischen 15° und 30°C beobachteten
NO-Freisetzung aus dem NNP dieTemperaturabhiingigkeit dieses Vorgangs bewiesen
worden ist (12).

Tierexperimentelle Untersuchungen der Ischimie-Reperfusion zeigten, daB NNP durch die
NO-vermittelte Inhibition der intrapulmonalen Leukozytenmarginalisierung den
Lungenrevaskularisationsschaden mindert (2). Es ist anzunehmen, dafl der inhibitorische
Effekt von NNP auf die C3-Konversion und die C5a-Freisetzung den Leukozytenverkehr
in diesem Modell beeinfluBt hat. Auferdem wurde gezeigt, daBB endogenes NO die
Expression des Adhiisionsmolekiils CD11/CD18 und dadurch die Leukozytenaggregation
inhibiert (107). Dariiber hinaus sind dhnliche Effekte mit einem neuen NO-Spender
demonstriert worden (107).

Obwohl unsere Ergebnisse einen entziindungshemmenden Effekt des NNP wihrend des
EKK bei Kindern zeigen, konnte die klinische Relevanz der verminderten
Komplementaktivierung, die wir beobachteten, nicht eindeutig demonstriert werden. Wir
beobachteten zwar in unserer Studie eine Abnahme der Inzidenz des MOV, diese erreichte
jedoch nicht das Signifikanzniveau von 5%. Nichtsdestoweniger nahm in unserer
Erfahrung seit der Einfithrung von NNP in unser EKK-Protokoll die Haufigkeit des MOV
signifikant ab (158). Der endgiiltige Nachweis des klinisch protektiven Effektes des NNP
kann nur mit Hilfe einer prospektiven randomisierten Studie erfoigen. Aus ethischen
Griinden werden wir diese randomisierte Untersuchung an der hiesigen Institution nicht
durchfithren, da wir aufgrund unserer Ergebnisse und des aktuellen Standes der Kenntnisse
von der protektiven Wirkung des NNP iiberzeugt sind.

NNP ist zum heutigen Zeitpunkt den anderen NO-Spendern, die in der Klinik Anwendung
finden, iiberlegen. Zu seinen positiven Eigenschaften gehtren die kurze Halbwertzeit,

seine vasodilatatorischen Eigenschaften auf den systemischen und pulmonalen Kreislauf,
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die Verbesserung der diastolischen Funktion des linken Ventrikels und die Verbesserung
des postoperativen Herzzeitvolumens (14,70,86,137). Es wurde bewiesen, daB seine
Verabreichung bei Kindern nach EKK in Mengen, die mit den in unserer Studie
eingesetzten Mengen vergleichbar sind, in bezug auf die Thiozyanat-Toxizitéit ungefihrlich
ist (108). Diese Beobachtung entspricht unserer langj4hrigen Erfahrung,

Zusammengefafit zeigten wir in unserer in vitro Untersuchung, daB NNP einen
komplementinhibitorischen Effekt hat, der zumindest die C3-Konvertase beider
Aktivierungswege involviert und wahrscheinlich durch NO vermittelt wird. In unserer
klinischen Studie wiesen Patienten, die mit NNP behandelt wurden, im Vergleich zu
denjenigen, die das Medikament nicht bekamen, eine verminderte C3-Konversion und
C5a-Produktion sowie eine verminderte Leukozytenzahl wihrend des EKK auf.

In Anbetracht seiner giinstigen himodynamischen Eigenschaften scheint uns daher das
NNP der fiir die Behandlung von Patienten, die mit Hilfe des EKK operiert werden, am

besten geeignete Vasodilatator zu sein.

5.3.2 Aprotinin

Der Serinprotease-Inhibitor Aprotinin wird in den meisten herzchirurgischen Zentren zur
perioperativen Blutungsreduktion angewandt (17), wobei sein blutsparender Effekt beim
Kind umnstritten ist (21,49). Seine hdmostatische Wirkung wird auf seine
antifibrinolytischen Eigenschaften sowie auf seinen protektiven Effekt auf die
Thrombozytenfunktion zuriickgefiihrt (183). Aprotinin inhibiert Trypsin, Kallikrein und
Plasmin und verhindert die Aktivierung des Hageman-Faktors (72). Seine potentiellen
entziindungshemmenden Wirkungen, die durch die Kontrolle des Hageman-Systems
erklédrt werden, werden jedoch kontrovers diskutiert: durch seine aspezifische
Antiprotease-Wirkung antagonisiert Aprotinin auch den C1-Esterase-Inhibitor; es verstirkt
damit die hiimolytische Aktivitit des C1 und ebenso die Komplementaktivierung in vitro
(47). Beim Erwachsenen wurde Aprotinin eine signifikante Komplementaktivierung mit
C3a-Freisetzung wihrend des EKK zugeschrieben (19).

Unsere Ergebnisse zeigen, da} Aprotinin in einer niedrigen Dosierung (20.000 KIE/kg) die
EKK-bedingte entziindliche Reaktion beim Kind nicht wesentlich beeinfluBt (160).

In unserer Serie wiesen withrend des EKK die mit Aprotinin behandelten Kinder und die
Kontrollpatienten eine signifikante und in ihrem AusmaB vergleichbare C3-Konversion
und C5a-Produktion auf (160).
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Die Diskrepanz zwischen unseren Ergebnissen und fritheren Daten, die sowohl in vitro
(47) als auch in vivo (19) eine Aprotinin-abhiingige Komplementaktivierung beschreiben,
ist unklar. Das angewandte Dosierungschema kénnte fiir den komplementaktivierenden
Effekt relevant sein: die vermehrte C3a-Freisetzung in vivo wurde in der Tat unter einer
hochdosierten Aprotiningabe beobachtet, wihrend wir ein niedriges Dosierungsschema
anwandten, Auflerdem muB der Effekt von Aprotinin auf das Komplementsystem als die
Resultante der Inhibition von komplementaktivierenden und von
komplementregulierenden Proteasen (133,191) betrachtet werden. Ferner kénnten sich ein
komplementaktivierender Effekt und ein inhibitorischer Effekt auf das Hageman-System,
insbesondere auf das Kallikrein, das eine C5a-Generation hervorrufen kann (106), in vivo
ausgleichen.

Obwohl in unserer Serie die plasmatischen Konzentrationen von C5a in beiden Gruppen
gleich waren, zeigten die mit Aprotinin behandelten Patienten eine signifikant niedrigere
Neutrophilenmobilisation am Ende der Aufwirmphase, nach Wiederbeliiftung der Lungen
und nach Protamingabe als die Kontrollpatienten. Der Effekt von Aprotinin auf die
Neutrophilenmobilisation kann entweder die Folge einer niedrigeren Chemoattraktion der
Leukozyten aus dem marginalisierten Pool oder die Folge einer ausgepriigteren peripheren
Zelladhision sein. Da unsere Ergebnisse keinen Hinweis auf eine Verstirkung der
entziindlichen Reaktion durch Aprotinin geben und da gezeigt wurde, dal Aprotinin die
Expression von Adhésionsmolekiilen wiihrend des EKK nicht beeinfluflt (22), ist eine
ausgepragtere Neutrophilenadhésion bei den behandelten Patienten unwahrscheinlich.
Zudem wurde gezeigt, daB die Neutrophilenfunktion, einschlielich der Antwort auf einen
chemotaktischen Stimulus, durch Aprotinin geschiitzt wird (28). Vielmehr kénnte fiir die
von uns beobachtete weniger ausgeprégte Neutrophilie am Ende des EKK eine niedrigere
Chemoattraktion (zB. durch eine verminderte Freisetzung von aktivierten Proteinen des
Hageman-Systems (109,189)) und der in vitro beschriebene inhibitorische Effekt von
Aprotinin auf die Antigen-induzierte Leukozytenmigration (28) verantwortlich gewesen
sein. Dieser inhibitorische Effekt entsteht méglicherweise als Folge des Einflusses von
Aprotinin auf den Leukozyten-inhibitorischen-Faktor. Aprotinin kénnte sowohl die
lymphozytire Synthese des Leukozyten-inhibitorischen-Faktors stimulieren, seinen Abbau
hemmen oder die Sensibilitit der Zielzellen fiir den Leukozyten-inhibitorischen-Faktor
steigern (28).

Im Gegensatz zum Verlauf der Leukozyten und Neutrophilen war in unserer Serie die
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Freisetzung der Leukozytendegranulierungsprodukte (Myeloperoxidase, ECP, Histamin)
bei den Patienten, die Aprotinin bekamen oder nicht bekamen, ghnlich, Diese
Beobachtung, die frithere bestitigt, (189) legt nahe, daB Aprotinin, obwohl es in niedriger
Dosierung die Leukozytenmobilisation wiihrend des EKK inhibiert, keinen Einfluf} auf die
Leukozytendegranulierung hat, die sowohl zirkulierende als auch nicht zirkulierende .
(marginalisierte) Zellen betrifft. Auch die Zytokinsynthese blieb bei unseren Patienten
durch die Behandlung mit Aprotinin unbeeinfluBt.

Da die IL6-Synthese und die CRP-Werte wiihrend und nach dem EKK in beiden Gruppen
nicht unterschiedlich waren, kann ein relevanter EinfluB von Aprotinin auf die APR in
unserer Serie ausgeschlossen werden.

Aprotinin ist dafiir bekannt, aufgrund seines hohen pH (pH 9,6) seltene, jedoch
lebensbedrohliche anaphylaktische Reaktionen zu verursachen (72). Wir beobachteten bei
unseren Patienten weder eine solche Komplikation noch eine durch die Gabe von
Aprotinin bedingte Erhdhung des Histaminspiegels. Obwohl Aprotinin als schwach
immunogenes Protein betrachtet wird (72), wies einer der 11 behandelten Patienten 2
Wochen nach der Operation positive Aprotinin-Antikdrper auf. Aufgrund der kleinen Zahl
unserer Patienten erlaubt dieser Befund keine definitive Aussage beziiglich der
Immunogenitéit des Aprotinins bei Kindern; er sollte jedoch beziiglich der routineméBigen
Anwendung von Aprotinin bei Kindern mit komplexen Herzfehlern, bei denen oft
Reoperationen erforderlich sind, zur Zuriickhaltung veranlassen.

Die klinischen Ergebnisse unserer Untersuchung bestitigen, daB niedrigdosiertes Aprotinin
nach Herzoperationen bei Kindern keinen blutsparenden Effekt hat (20). Nebenwirkungen
wie eine Niereninsuffizienz oder eine intravasale Gerinnung (196) verzeichneten wir nicht.
Eine disseminierte intravasale Gerinnung wurde als schwetwiegendé Komplikation der
Aprotinintherapie bei Erwachsenen, bei denen ein Aortenersatz unter hypothermischem
EKK mit Einsatz des KSS durchgefiihrt wurde, beobachtet (174). Sie wurde auf die
Inhibition des Protein C und der normalen fibrinolytischen Aktivitiit des Endothels, die
wihrend des KSS oder unter reduzierten Flubedingungen die mikrovaskulire
Thrombosierung verhindern sollte, zuriickgefiihrt (196).

ZusammengefaBt scheint niedrigdosiertes Aprotinin bis auf eine Inhibition der
Neutrophilenmigration am Ende des EKK, deren klinische Relevanz unklar ist, keinen
wesentlichen Einfluf auf die EKK-bedingte entziindliche Reaktion zu haben.

Aprotinin-Antikérper wurden bei einem der behandelten Patienten nachgewiesen.
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Angesichts der Gefahr einer allergischen Reaktion bei Reapplikation von Aprotinin und
des fehlenden blutsparenden Effekts von niedrigdosiertem Aprotinin sollte die Indikation
seiner Anwendung fiir jeden Einzelfall sorgfiltig abgewogen werden.

5.4  EinfluB von Kilte- und Wiirmestress auf die in vitro Synthese von TNFa, IL6,
IL.8 und IL10

Unsere Ergebnisse beziiglich der Zytokinsynthese wihrend des EKK bzw. die von uns
beobachtete Beziehung zwischen der Zytokinproduktion und dem Grad der Hypothermie
fiihrten uns dazu, den EinfluB} von Kilte- und Wirmestress auf die Zytokinsynthese in
einem standardisierten in vitro Modell zu untersuchen. Dieses Modell der Vollblutkultur
hat sich aufgrund seiner besseren Reproduzierbarkeit der Monozytenkultur gegeniiber als
iberlegen erwiesen (44).

Unsere Ergebnisse zeigen, daf nach der Gabe von 1 ng/ml LPS und einer 16 Stunden
langen Inkubation bei 37°C eine signifikante Produktion von TNFa., IL6, IL8 und IL10
sowohl im Erwachsenenblut als auch im Nabelschnurblut stattfindet. Die in vitro
Produktion von TNFa, IL6 und IL8 im Nabelschnurblut wurde bereits demonstriert
(140,200); wir zeigen hier, dal Monozyten und Makrophagen von reifen Neugeborenen
ebenfalls signifikante Mengen des anti-inflammatorischen I1.10 nach EPS-Stimulation
produzieren und freisetzen. Diese Produktion unterscheidet sich nicht von derjenigen, die
im Erwachsenenblut beobachtet wird. LPS und TNFa sind in vitre und in vivo potente
Induktoren der IL10- Synthese (45,190). Da wir keine sequenzielle Zytokinbestimmung
im Zellkulturiiberstand durchgefiihrt haben, knnen wir in unserem Modell die jeweilige
Rolle von LPS bzw, TNFa fiir die IL10-Produktion nicht differenzieren.

Die TNFa- und IL6- Konzentrationen im Zellkulturiiberstand waren im Nabelschnurblut
und im Erwachsenenblut nicht unterschiedlich, sodaB von einer vergleichbaren
Monozytenstimulierbarkeit bei Neugeborenen und Erwachsenen ausgegangen werden
kann. Bemerkenswerterweise waren die IL8-Konzentrationen im Nabelschnurblut héher
als im Erwachsenenblut, Dieser Unterschied muf3 vorsichtig interpretiert werden, da die
Bedingungen bei der Entnahme des Nabelschnurblutes, die unvermeidlich zu einer
Hypoxie und einem erhdhten vendsen Druck fithren, eine Lision der Endothelzellen der
Nabelvene und eine Aktivierung der Leukozyten, die eine IL8-Synthese nach LPS-
Stimulation verstirken konnen, nicht ausschlieBen lassen (126). Nach dem vorbereitenden
Wirmestress nahm die LPS-induzierte IL10-Synthese sowohl im NSB als auch im
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Erwachsenen-Blut signifikant ab. Die TNFo- und IL8-Produktion waren tendenziell
vermindert. Im Gegensatz blieb die IL6-Synthese unbeeinflufit.

Nach einem vorbereitenden Kiltestress nahm die LPS-induzierte TNFoi-Produktion
signifikant ab, und zwar sowohl im Erwachsenenblut als auch im Nabelschnurblut. Die
1L6-, IL8- und IL.10-Synthese im Nabelschnurblut sowie die IL10-Synthese im
Erwachsenenblut nahmen hingegen signifikant zu. Der vorbereitende Wirmestress hatte
keinen signikanten EinfluB auf die LPS-induzierte TNFct, IL6- und IL8-Synthese, weder
im Nabelschnurblut noch im Erwachsenenblut. Dagegen fiihrte er zu einer signifikanten
Reduktion der IL10-Produktion im Nabelschnurblut und im Erwachsenenblut.

Aus diesen Ergebnissen gehen zwei Tatsachen hervor: zum einen modulieren Kitte- und
Wirmestress in vitro die Synthese mancher Zytokine in unterschiedlicher Weise; zum
anderen werden die TNFa-Synthese einerseits und die IL6-, IL8- und IL10-Produktion
andererseits vom Kiltestress gegensitzlich beeinfluft.

Nur wenige Untersuchungen haben sich bisher mit dem Einflul von Wérme und Kiilte auf
die Zytokinsynthese beschiftigt (84). Da eine Verbindung zwischen thermischem Stress
und der Induktion von Stress-Proteinen belegt ist (58), liegt es nahe, die Modulation der
Zytokinsynthese, die wir in unserer Studie beobachteten, durch einen Effekt der Stress-
Proteine zu erkldren. Hitze-Schock-Proteine (HSP) sind Stress-Proteine, die bei der
Entstehung einer fiir die Zelle oder den Organismus ungiinstigen oder stressbeladenen
Umgebung ziigig exprimiert werden. Sie schiitzen die Zellen, die einem Stress ausgesetzt
werden, indem sie die Proteinintegritiit aufrechterhalten. Wirme und Kalte sind Stress-
Situationen, die eine Induktion von HSP hervorrufen (53,100,201). Insbesondere fiihren
sowohl der Kilte- als auch der Wiirmestress in unserem in vitro Modell zu einer
intrazelluldren Induktion der Stress-Proteine HSP-27, HSP-60, HSP-70 und HSP-90 (J
Duchateau, persénliche Mitteilung). Frithere Untersuchungen demonstrierten, daB der
Wirmestress durch einen Mechanismus, der die Transkription der TNFo-mRNA
involviert, eine Inhibition der TNFa-Synthese induziert (171). In dieser Untersuchung
konnte gezeigt werden, daB der Effekt des Wérmestresses auf die TNFo-Produktion
selektiv ist, da die Transkription der Aktin-mRNA nicht beeinflufit wird. Es konnte
ausgeschlossen werden, daB die Induktion von HSP-70 fiir die TNFa.-mRNA-Repression
verantwortlich ist, da die Induktion von HSP-70-mRNA der TNFa-Repression eindeutig
folgt. Eine weitere Untersuchung zeigte, daB der Warmestress, im Gegensatz zu seinem
inhibierenden Effekt auf die TNFo-Synthese, die IL6-Produktion nicht hemmt, obwohl
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HSP induziert werden (60). In unserem Modell konnte keine signifikante Modulation der
LPS-induzierten Zytokinsynthese nach Inkubation der Zellkultur mit diesen Stress-
Proteinen nachgewiesen werden (J Duchateau, persdnliche Mitteilung). Unsere Daten
legen also nahe, daB Kilte- und Wirmestress einen die Zytokinsynthese modulierenden
Mechanismus induzieren, der von der HSP-Induktion unabhingig ist. Die Tatsache, daB
Kilte- und Wirmestress eine unterschiedliche Modulation der Zytokinsynthese bewirken,
unterstiitzt diese Annahme und impliziert, daB der Kéltestress und der Wirmestress
unterschiedliche intrazelluléire Mechanismen in Gang setzen.

Die Ergebnisse unseret in vitro Untersuchung, die eine Zunahme der IL6-Produktion (im
Nabelschnurblut) und der IL10-Produktion (im Nabelschnurblut und im Erwachsenenblut)
nach Kiltestress zeigen, bestitigen unsere klinischen Ergebnisse (siehe 4.1), wobei
allerdings die Temperaturen in unserem in vitro Modell weit unterhalb der Temperaturen
liegen, unter welchen der EKK durchgefiihrt wird. Im Gegensatz zu unserem in vitro
Befund im Nabelschnurblut fanden wir in vivo beim Kind keinen Zusammenhang
zwischen der IL8-Produktion und dem Grad der Hypothermie. Diese Diskrepani findet
zur Zeit keine Erklirung, wobei der mogliche Einflufl der Abnahmebedingungen des
Nabelschnurblutes auf die erhéhte Stimulierbarkeit von Zellen, die IL8 produzieren,
bereits diskutiert worden ist.

Die Kilte, im Gegensatz zur Wérme, vermindert die Zellmembranfluiditit und verédndert
die Organisation des Zytoskeletts. Das Zytoskelett und insbesondere seine mikrotubuléren
Strukturen spielen in vielen entziindlichen Prozessen eine wichtige Rolle (61), wie die sehr
potente anti-inflammatorische Wirkung von zytostatischen, Mikrotubuli-
depolymerisierenden Substanzen wie Colchicin zeigt. Das Zytoskelett bzw. die
Mikrotubuli kontrollieren die Organisation und die Funktion der Rezeptoren, die sich an
der Zelloberfliche befinden, sowie die intrazelluliren Transportmechanismen, die fiir die
Proteinsynthese notwendig sind (89). Die Zytokinsynthese und der mikrotubulére Apparat
des Zytoskeletts sind miteinander verbunden (11). Eine Studie zeigte, daf Colchicin in
vitro eine Inhibition der LPS-induzierten TNFa-Synthese durch einen Mechanismus, der
die Induktion von TNFoi-mRNA hemmt, verursacht (5). Im Gegensatz hierzu bewirkte
Colchicin unter gleichen Bedingungen durch einen Mechanismus, der IL1B-mRNA
induziert, eine Zunahme der IL1B-Produktion. Die Autoren bewiesen, dafl sowohl die
Repression der TNFa-mRNA als auch die Induktion von IL1B-mRNA mit nachweisbaren

Veriinderungen des Zytoskeletts verbunden waren, und sie schlossen daraus, daf die
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Regulation der TNFot-Synthese und der IL1 B-Produktion durch den mikrotubuléren
Apparat vermittelt wird.

Die von diesen Autoren beschricbene selektive Regulation der Zytokinsynthese durch die
Colchicin-induzierte mikrotubuliire Depolymerisation bekréftigt unsere eigenen
Ergebnisse, die eine selektive Inhibition der TNFo-Synthese und Stimulation der IL6-,
IL8- und 1L.10-Produktion durch Kilte zeigen. Die Tatsache, dall Colchicin die IL10-
Produktion in unserem in vitro Modell stimuliert (§ Duchateau, persdnliche Mitteilung),
verstirkt unsere Vermutung, daB der Kltestress in unserer Studie die Zytokinsynthese
durch einen Mechanismus, der den mikrotubuléiren Apparat involviert, moduliert hat.
Inwiefern die Wirme einen ghnlichen intrazelluliren Prozef induziert, bleibt zu kldren.
Die Ergebnisse unserer in vitro Untersuchung bestétigen unsere klinische Beobachtung der
Beziehung zwischen dem Grad der Hypothermie wahrend des EKK und der postoperativen
IL6- und IL10-Synthese beim Kind. IL6 ist der Hauptregulator der APR und besitzt wie
11,10 anti-inflammatorische Eigenschaften, wie die Induktion des IL.1-Rezeptor-
Antagonisten und des fliissigen TNF-Rezeptors (178).

ZusammengefaBt zeigen unsere in vitro Versuche, daf das Neugeborenenblut eine dhnliche
sowohl pro- als auch anti-inflammatorische Zytokinproduktion wie das Erwachsenenblut
nach LPS-Stimulation aufweist. In vitro wirken Kilte- und Wirmestress unterschiedlich,
indem sie einen unterschiedlichen und selektiven EinfluB auf die Zytokinsynthese haben.
Der Mechanismus, der nach Wirmestress die Zytokinsynthese hemmt, impliziert
moglicherweise die mRNA-Repression, deren genauer Ablauf nicht geklart ist. Die
Modulation der Zytokinsynthese durch Kilte konnte hingegen durch eine selektive
Inhibition oder Stimulation der Zytokingentranskription durch die reversible Inaktivierung
des mikrotubuléren Apparates zustande kommen.

Unsere Ergebnisse legen nahe, da8 Kilte, tiber ihren protektiven metabolischen Effekt
hinaus, eine entziindungshemmende Wirkung hat.
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6. Zusammenfassung

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, daB der Einsatz des extrakorporalen
Kreislaufs zur Durchfiihrung von Herzoperationen im Kindesalter eine systemische
entziindliche Reaktion hervorruft, die die Aktivierung des Komplementsystems mit C3-
Konversion und C5a-Freisetzung sowie Leukozytenstimulation und Zytokinsynthese
einschliefit. Faktoren, die wihrend des éxtrakorporalen Kreislaufs die Komplement-
aktivierung beeinflussen, sind Dauer der Myokardischsmie und vermutlich physikalische
Bedingungen wie die Temperaturiinderungen zum Abkiihlen und Aufwirmen des Patienten
wihrend der Operation. Dagegen ist das Ausmaf} der Komplementaktivierung
unhabhéingig vom Alter des Patienten: Neugeborene zeigen, trotz ihrer niedrigen Aktivitéit
des alternativen Aktivierungsweges, eine vergleichbare C3-Konversion und C5a-
Freisétmmg wie Sauglinge und Kinder.

Die Komplementaktivierung mit Freisetzung von Komplementanaphylatoxinen ist an der
Leukozytenstimulation beteiligt, die sich u.a. durch die Leukozytenmobilisation, die
Freisetzung von préformierten Leukozyten-Degranulierungsprodukten und die Synthese
von Zytokinen ausdriickt.

Wir beobachteten bei unseren Patienten eine signifikante Leukopenie unmittelbar nach
Einleitung des extrakorporalen Kreislaufs, als Ausdruck des Leukozyten-
marginalisierenden Effektes der Hypothermie und der Reduktion des pulmonalen
Blutflusses. Eine signifikante Leukozytose fand sich dagegen am Ende des
extrakorporalen Kreislaufs nach Protamingabe, als Hinweis auf den chemoattraktiven
demarginalisierenden Effekt von freigesetzten Mediatoren (z.B.
Komplementanaphylatoxin C5a), dic am Ende des extrakorporalen Kreislaufs in deutlich
ethhten Konzentrationen zirkulieren. Unsere Patienten zeigten wihrend und nach dem
extrakorporalen Kreislauf eine signifikante Freisetzung von Degranulierungsprodukten aus
aktivierten Leukozyten: Elastase und Myeloperoxidase aus Neutrophilen und Monozyten,
Eosinophil Cationisches Protein aus Eosinophilen und Histamin aus Basophilen. Eine
strenge Beziehung zwischen Leukozytenzahl und Konzentrationen der freigesetzten
Degranulierungsprodukte wurde nicht beobachtet. In der Tat wird die
Leukozytendegranulierung durch mehrere Faktoren beeinfluBt wie u.a. durch das Ausmal
der C3-Konversion, den Grad der Hypothermie und die Durchfiihrung eines ol
Kreistaufstillstandes. e
Wir zeigten, daB Synthese und Freisetzung von pro-inflammatorischen Zytokinen (TNFa,
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IL8), von IL6 (dem Hauptregulator der Akut-Phase-Reaktion) und des anti-
inflammatorischen Zytokins IL10 Teil der durch den extrakorporalen Kreislauf bedingten
systemischen entziindlichen Reaktion sind. Die Zytokinsynthese withrend und nach dem
extrakorporalen Kreislauf steht u.a. unter dem EinfluB physikalischer Faktoren, wie die
Beziehung zwischen der IL6- bzw. der IL10-Freisetzung und der minimalen Blut- bzw.
rektalen Temperatur wahrend des extrakorporalen Kreislaufs zeigt.

Wir untersuchten bei unseren Patienten die klinische Relevanz der durch den
extrakorporalen Kreislauf bedingten entziindlichen Reaktion und stellten die Hypothese
auf, daB das Multiorganversagen sowie bestimmte voriibergehende
Herzrhythmussttrungen und das « capillary leak » Syndrom postoperative klinische
Manifestationen der systemischen entziindlichen Reaktion sind.

Das Multiorganversagen war in unserer Serie eine relativ haufige und mit einer hohen
Mortalitit (40%) belastete Komplikation. Die meisten Patienten mit Multiorganversagen
waren wegen eines zyanotischen Herzfehlers operiert worden. Sie zeigten bereits wihrend
des extrakorporalen Kreislaufs eine ausgepriigtere C3-Konversion und Freisetzung von
Leukozyten-Elastase als die Patienten, die kein Multiorganversagen entwickelten. Diese
Beobachtung spricht fiir einen kausalen Zusammenhang zwischen Bildung bzw.
Freisetzung von zytotoxischen Mediatoren und dem beobachteten generalisierten
Zellzerfall, der das Multiorganversagen charakterisiert.

Patienten mit voriibergehenden postoperativen Herzrhythmusstdrungen zeigten eine
ausgeprigtere Histaminfreisetzung sowie eine stiirkere Eosinophilendegranulierung als
diejenigen, die keine derartigen Rhythmusstérungen aufwiesen. Diese Beobachtung weist
darauf hin, daB Histamin, das bekanntlich arrhythmogene Eigenschaften besitzt,
méglicherweise das Auftreten bestimmter voriibergehender postoperativer
Rhythmusstérungen wie einer junktionalen ektopischen Tachykardie und eines
akzelerierten Knotenrhythmus begiinstigt.

Schlieflich fanden wir, daB Neugeborene, die postoperativ ein « capillary-leak » Syndrom
entwickeln, bereits prioperativ durch einen Entziindungsstatus mit hohen C5a-
Konzentrationen und Leukozytose gekennzeichnet sind. Diese Patienten zeigten im
Vergleich zu denjenigen, die kein « capillary-leak » Syndrom entwickelten, bereits 10
Minuten nach Einleitung des extrakorporalen Kreislaufs einen groBeren Proteinverlust
sowie wihrend und unmittelbar nach dem extrakorporalen Kreislauf eine ausgepriigtere

Freisetzung bzw. Synthese von Histamin bzw. TNFa, die beide eine ErhShung der
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mikrovaskuldren Permeabilitiit verursachen.

Unsere Ergebnisse weisen also darauf hin, daB die genannten Komplikationen nach
Herzoperationen im Kindesalter als Folge der systemischen entziindlichen Reaktion
betrachtet werden kénnen, und daB bestimmte Entziindungsmediatoren an ihrer Entstehung
beteiligt sind. Folglich liegt es nahe, Komplement-inhibitorische Substanzen,
Histaminantagonisten und Inhibitoren der TNFa-Synthese im Hinblick auf eine
Behandlung bzw. Prophylaxe dieser Komplikationen zu priifen.

Wir zeigten, dafl der NO-Spender Natriumnitroprussid, wenn er Kindern withrend des
extrakorporalen Kreislaufs in der tiblichen vasodilatatorischen Dosierung verabreicht wird,
die C3-Konversion und die C5a-Freisetzung herabsetzt. In unserer klinischen
Untersuchung fithrte der Komplement-inhibitorische Effekt von Natriumnitroprussid zu
einer Abnahme der Haufigkeit des postoperativen Multiorganversagens. In vitro
Untersuchungen bestitigten den antikomplementiren Effekt von Natriumnitroprussid und
zeigten, daB dieser vermutlich durch NO vermittelt wird und zumindest die Inhibition der
C3-Konvertasen beider Aktivierungswege involviert.

Der Serinprotease-Inhibitor Aprotinin hingegen hat, wenn er in einer relativ niedrigen
Dosis verabreicht wird, keinen wesentlichen EinfluB auf die perioperative entziindliche
Reaktion auBer einer Hemmung der Leukozytenmobilisation am Ende des extrakorporalen
Kreislaufs, deren klinischen Relevanz unklar ist.

Weitere Ansitze zur Reduktion bzw. besseren Kontrolle der durch den extrakorporalen
Kreislauf bedingten entziindlichen Reaktion ergeben sich vermutlich durch die
Beeinflussung physikalischer Bedingungen wie z.B. durch das Abkiihlen der Patienten
wihrend der Operation. Unsere klinischen Ergebnisse zeigen in der Tat einen
Zusammenhang zwischen dem Grad der Hypothermie wihrend des extrakorporalen
Kreislaufs und der Synthese von anti-inflammatorischen Zytokinen. In vitro Versuche, die
wir durchfiihrten, um die Beziehung zwischen Temperaturverinderungen und
Zytokinsynthese zu kl4ren, zeigten, daB Kilte- und Wirmestress unterschiedlich wirken,
Der Wirmestress unterdriickt die IL10-Synthese, ohne in unserem Modell die Synthese
anderer Zytokine signifikant zu beeinflussen. Die Modulation der Zytokinsynthese durch
den Kiiltestress kénnte hingegen durch eine selektive Inhibition (TNFa) bzw. Stimulation
(IL6, IL10) der Zytokingentranskription vermittelt sein.

Weitere Untersuchungen sind notwendig um die klinische Relevanz des anti-

inflammatorischen Effektes der Hypothermie zu {iberpriifen.
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Anhang I: Diagnose der unter 4.1.1 beschriebenen Patienten und angewandte

Operationsverfahren”

Patient  Diagnose Operationsverfahren
1 VSD Patch-VerschiuB

2 Taussig-Bing, PB Senning, VSD-VerschluBl, Debanding
3 VSD Patch-VerschiuB

4 PA, hypoplastischer RV Atrioseptostomie

5 VSD Patch-Verschlufl

6 TA, PS, AP-Shunt Fontan

7 Taussig-Bing, PB Senning, VSD-VerschluB, Debanding
8 Fallot’sche Tetralogie Korrektur

9 Fallot’sche Tetralogie Korrektur

10 V8D, Trisomie 21 Patch-Verschluf

11 Fallot’sche Tetralogie Korrektur

12 PA, VSD, AP-Shunt Korrektur

13 AVSD, Trisomie 21 Korrektur

14 AVSD Korrektur

15 DORYV, PS Korrektur

16 Fallot’sche Tetralogie Korrektur

17 ASDII VerschluB

18 SV, TGA, PB modifizierter Fontan

19 Fallot’sche Tetralogie Korrektur

20 Inlet VSD, Trisomie 21 Patch-Verschlull

21 ASD I, Mitralspalt ASD-VerschluB, MK-Rekonstruktion
22 TA, PS, AP-Shunt Fontan

23 PA, VSD, AP-Shunt RVOT-Erweiterung

24 Taussig-Bing ASO, VSD-Verschlufl
25 MS nach AVSD-Korrektur MKE

26 Fallot’sche Tetralogie, AP-Shunt Korrektur

27 ASDII Verschluf3

28 ASDII VerschluB

29 ASDII VerschluB

() Dije Patienten wurden an der RWTH Aachen operiert.

AP-Shunt; aortopulmonaler Shunt; ASD: Vorhofseptumdefekt; AVSD: Kompletter
atrioventrikularer Septumdefekt; DORV: double outlet right ventricle; MK: Mitralklappe;

MS: Mitralstenose; PA: Pulmonalatresie; PB: Pulmonalisbanding; PS: Pulmonalstenose;

RV: rechter Ventrikel; SV: univentrikulires Herz; TA: Trikuspidalatresie; Taussig-Bing: Taussig-
Bing Komplex; TGA: Transposition der groBen Gefifie; VSD: Ventrikelseptumdefekt;

I: primum Typ; II: secundum Typ.
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Anhang I1: Diagnose der unter 4.1.2 beschriebenen Patienten und angewandte

Operationsverfahren”

Patienten Diagnose Operationsverfahren

1 Ebstein-Anomalie Trikuspidalklappenrekonstruktion

2 Rest VSD nach DORV-Korrektur VSD-VerschiuBl

3 VSD Fallot’sche Tetralogie

4 PI nach Fallot-Korrektur Konduit-Implantation

5 DORV, MS TCPC

6 VSD Patch-VerschluB

7 VSD Patch-VerschluB

8 VSD, PS Patch-Verschluf

9 VSD Patch-Verschiuf

10 PS Kommissurotomie der PK

11 ASD Sinus venosus ASD-Verschluf

12 ASDII VerschiuB

13 AVSD, Trisomie 21 Korrektur

14 Valvuliire Aortenstenose Kommissurotomie

15 VSD, Trisomie 21 Patch-Verschiufl

16 Fallot’sche Tetralogie Korrektur

17 Fallot’sche Tetralogie Korrektur

18 VSD Patch-Verschlull

19 ASD I, Mitralspalt ASD-VerschluB, MK -Rekonstruktion

20 VSD, PS VSD Patch-VerschluB, Kommissurotomie
’ der PK

21 VSD Patch-Verschiuf

22 ASD 1, Mitralspalt ASD-Verschiub, MK-Rekonstruktion

23 ASD 1, Mitralspalt ASD-VerschluB, MK-Rekonstruktion

24 ASDII VerschluB

25 VSD Patch-Verschluld

26 ASDII VerschluB

U Die Patienten wurden an der RWTH Aachen operiert.

ASD: Vorhofseptumdefekt; AVSD: Kompletter atrioventrikulidrer Septumdefekt; DORV: double
outlet right ventricle; MK; Mitralklappe; MS: Mitralstenose; PI: Pulmonalisinsuffizienz; PK:
Pulmonalklappe; PS: Pulmonalstenose; RV: rechter Ventrikel; TCPC; totale cavopulmonale
Anastomose; VSD: Ventrikelseptumdefekt; I: primum Typ; II: secundum Typ.



Anhang III: Diagnose der unter 4.1.3 beschriebenen Patienten und angewandte

Operationsverfahren
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Patient Diagnose Operationsverfahren
1 ASDII Verschluf3

2 ASDII Verschluf3

3 Valvuldre Aortenstenose Kommissurotomie

4 ASDII Verschiufl

5 ASDI Verschiuf

6 ASDII Verschliufl

7 ASDII Verschiu

8 YSD Patch-Verschlufl

9 ASDII Verschlul

10 ASDII Verschlufl

11 VSD Patch-Verschluf3

12 ASD Sinus venosus VerschluB

13 ASDII Verschluf

14 ASD I, Mitralspalt ASD-VerschluB, MK-Rekonstruktion
15 VSD Patch-Verschlufl

16 VSD Patch-VerschluB

17 ASDII Verschlufl

18 VSD Patch-Verschluf

19 VSD Patch-VerschluBl

20 VSD Patch-VerschluB

21 ASD Sinus venosus VerschluB

22 VSD Patch-Verschluf

23 Valvuliire Aortenstenose Kommissurotomie

24 ASDII VerschluB

25 Supravalvuliire Aortenstenose Patcherweiterung der Aorta Ascendens

' Die Patienten wurden an der RWTH Aachen operiert.

ASD: Vorhofseptumdefekt; MK: Mitralklappe; VSD: Ventrikelseptumdefekt; I: primum Typ; II:
secundum Typ.



Anhang I'V: Diagnose der unter 4.1.4 beschriebenen Patienten und angewandte
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Operationsverfahren M

Patientennummer Diagnose Operationsverfahren
1 DORV, PB Korrektur

2 VSD VSD-Verschiufl
3 VSD VSD-VerschluB
4 AVSD, Trisomie 21 Korrektur

5 Fallot’sche Tetralogie Korrektur

6 AVSD, Trisomie 21 Korrektur

7 AVSD, Trisomie 21 Korrektur

8 AVSD, Trisomie 21 Korrektur

9 VSD VSD-Verschlub
10 VSD VSD-Verschluf
11 Fallot’sche Tetralogie Korrektur

() Dje Patienten wurden am « Centre Chirurgical Marie Lannelongue » operiert.

AVSD: Kompletter atrioventrikuliéirer Septumdefekt; DORV: double outlet right ventricle; PB:
Pulmonalisbanding; VSD: Ventrikelseptumdefekt.
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Anhang V: Diagnose der unter 4.3.1 beschriebenen Patienten und angewandte

Operationsverfahren
Patientennummer Diagnose Operationsverfahren
1 ' Bland-White-Garland Syndrom Reimplantation der linken
Coronararterie
2 Multiple VSDs, ASD Patch-VerschluB
3 Linksventrikuldrer Tumor Extirpation
4 AVSD, Trisomie 21 Korrektur
5 Valvuliire Aortenstenose Kommissurotomie
6 Fallot’sche Tetralogie Korrektur
7 VSD, Trisomie 21 Paich-Verschlub
8 AVSD Korrektur
9 AVSD, Trisomie 21 Korrektur
10 AVSD, Trisomie 21 Korrektur
11 TGA, ASD Senning
12 Fallot’sche Tetralogie, RVOT- VSD-VerschluB
Erweiterung, RV-Insuffizienz
13 Fallot’sche Tetralogie Korrektur
i4 SV, TGA, PB, Korrigierte Fontan
Isthmusstenose
15 DORYV, L-TGA, hypoplastischer Fontan
LV, Sub-PS
16 TGA, VSD; Rest-VSD und Sub-PS VSD-Verschlul, LVOT-Erweiterung

‘nach Senning

(" Die Patienten wurden an der RWTH Aachen operiert.
ASD: Vorhofseptumdefekt; AVSD: Kompleter atrioventrikuldrer Septumdefekt; DORV: double
outlet right ventricle; L: levo; LV: linker Ventrikel; LVOT: linksventrikuliirer AusfluBtrakt;

PB: Pulmonalisbanding; PS: Pulmonalstenose; RV: rechter Ventrikel; RVOT: rechtsventrikuléirer
AusfluBtrakt; SV: univentrikuldres Herz;, TGA: Transposition der groBen Gefiile;

VSD: Ventrikelseptumdefekt; I: primum Typ; II: secundum Typ.
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