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1. Einleitung

1.1 Kardiochirurgische Operationen

Allein in Deutschland werden jahrlich in 78 kardiochirurgischen Abteilungen ca. 100.000
Operationen am Herzen durchgefuhrt. Den gré3ten Teil machten im Jahr 2015 mit ca.
37 % immer noch die koronaren Bypass-Operationen aus, deren Anteil in den letzten Jah-
ren allerdings leicht zuruckging. ,Hintergrund dieser Entwicklung ist, dass die ,Koronare
Herzkrankheit’ (KHK) in steigendem Mal3e durch eine Katheterintervention mit Einsetzen
eines Stents behandelt wird.“ (Deutsche Gesellschaft fur Thorax-, Herz- und Gefaf3-
chirurgie, 2016).

Das Alter der Patienten und somit die Wahrscheinlichkeit fir das Vorliegen von weiteren
Begleiterkrankungen (u.a. Herzinsuffizienz, Niereninsuffizienz, Lungenerkrankungen,
arterielle Gefal3erkrankungen, Herzrhythmusstérungen — insbesondere Vorhofflimmern,
Diabetes mellitus) steigt hierbei stetig. Wahrend der Anteil der tiber 80-J&hrigen Patienten
2006 noch bei 9,6 % lag (Gummert et al., 2007), stieg er in den folgenden Jahren konti-
nuierlich bis zu einem Wert von 14,8 % im Jahr 2015 an (Beckmann et al., 2016). Auch in
Zukunft ist mit einem weiteren Aufwartstrend zu rechnen. Diese Entwicklung fuhrt dazu,
dass weitere Konzepte entwickelt werden muissen, die durchgefihrte herzchirurgische
Operation an der Komorbiditat des Patienten zu orientieren, um die perioperativ erhdhte

Komplikationsrate und Letalitat weiter zu verringern (Trummer und Beyersdorf, 2005).

Obwohl die Komplikationsrate insbesondere auch fir schwere Komplikationen wie
Niereninsuffizienz, Schlaganfall und respiratorische Probleme nach herzchirurgischen
Eingriffen bei Gber 75-Jahrigen deutlich héher als in einem jingeren Patientenkollektiv ist,
kann nach erfolgreicher Operation und perioperativ komplikationsarmem Verlauf eine
altersentsprechende Lebenserwartung und auch Lebensqualitat erreicht werden, die
ohne Durchfiihrung der Operation nicht zu erreichen gewesen ware (Friedrich et al., 2009;
Olsson et al., 1996; Trummer und Beyersdorf, 2005). Eine Studie, die das Outcome von
sehr alten Patienten (85 Jahre und alter) im Rahmen von offenen herzchirurgischen Ein-
griffen untersucht hat, kommt zu dem Schluss, dass 85 % des untersuchten Patienten-

klientels postoperativ in der Lage war, zu Hause zu leben und Aktivitdten des taglichen



Lebens ohne Unterstutzung zu verrichten, auch der weitere Lebenswille schien unge-
brochen (Yokose et al., 2016).

Durch Fortschritte in Chirurgie, Kardiotechnik, Kardioanasthesie und Intensivmedizin ist
es gelungen, trotz steigenden Patientenalters und der zunehmenden préaoperativen Multi-
morbiditat tber die letzten 10 Jahre das niedrige Gesamtmortalitatslevel im Bereich von
2,7 % (2015) fur alleinige Bypasschirurgie und 4,4 % (2015) fur alleinige Herzklappen-
chirurgie konstant zu halten (Beckmann et al., 2016; Deutsche Gesellschaft fir Thorax-,
Herz- und Gefal3chirurgie, 2016; Friedrich et al., 2009).

Ein zunehmender Anteil an Operationen wird heutzutage bereits unter Verzicht auf eine
extrakorporale Zirkulation mittels der Herz-Lungen-Maschine (HLM) durchgefihrt
(OPCAB, ,off-pump coronary artery bypass®). AuRerdem gewinnen minimalinvasive Ver-
fahren weiter an Bedeutung. Dennoch bleiben Operationen unter Einsatz der HLM weiter-
hin das Standardverfahren zur chirurgischen Koronarrevaskularisation (Hake et al., 2007).
Die Relation zwischen Verfahren mit HLM und Verfahren ohne HLM betrug im Jahr 2015
ca. 5:1 (Beckmann et al., 2016).

1.2 Verwendung der Herz-Lungen-Maschine, Komplikationen von extrakorporaler
Zirkulation

1.2.1 Grundlagen

Erst durch die Entwicklung der Herz-Lungen-Maschine, die erstmals 1953 bei dem Ver-
schluss eines Vorhofseptumdefekts einer 18-jahrigen Patientin eingesetzt wurde (Cohn,
2003; Gibbon, 1954), trat die extrakorporale Zirkulation ihren Siegeszug an. Umfang-
reiche Weiterentwicklungen im Rahmen des technologischen und medizinischen Fort-
schritts ermdglichten die heutige moderne Herzchirurgie, bei der komplizierte Eingriffe am

offenen Herzen zur taglichen klinischen Routine geworden sind.

Das Grundprinzip der heute eingesetzten HLM ist nahezu unverdndert geblieben. Das,

mit hohen Heparindosen gerinnungsgehemmte, vendse Blut wird normalerweise im



rechten Vorhof drainiert, es flie[3t mit der Schwerkraft passiv ins vendse Reservoir und
wird von hier aus, unter Zwischenschaltung von Blasen- und Partikelfiltern sowie
Messfuhlern und Rickschlagventilen, mit Hilfe von in Deutschland vornehmlich
verwandten Rollerpumpen durch den Oxygenator gepumpt. Von hier aus wird das
oxigenierte und dekarboxilierte Blut Uber eine Kanule in der Regel der Aorta Ascendens
zugefuhrt. Je nach dem Erfordernis des Eingriffs sind Modifikationen beztiglich der
Kanulierungspositionen und der Einsatz zusatzlicher Elemente moéglich. Wahrend des
CPB wird mit Hilfe einer Kardioplegieldsung ein diastolischer Herzstillstand induziert
(Baehner et al., 2012).

Die haufigsten Standardeingriffe unter Verwendung der HLM waren im Jahr 2015 in
Reihenfolge der in Deutschland durchgefiihrten Eingriffe: koronare Bypassoperationen,
Herzklappenchirurgie, Eingriffe an der thorakalen Aorta, Eingriffe bei kindlichen Herz-
fehlern, sonstige Eingriffe, Implantation von kardialen Assist-Devices. Hinzu kamen 283

Herztransplantationen (Beckmann et al., 2016).

1.2.2 Allgemeine Pathologien, SIRS

Neben den Mdglichkeiten, die eine Operation im kardiopulmonalen Bypass (,cardiopulmo-
nary Bypass®, CPB) unter Zuhilfenahme einer Herz-Lungen-Maschine eroéffnet, ist sie
auch Ausgangspunkt fur systemische und organspezifische Komplikationen. Die extra-
korporale Zirkulation und der hiermit einhergehende Kontakt des Blutes mit kiinstlichen
Oberflachen (Schlauche, Membranen), die mechanische Einwirkung der Rollerpumpen
auf Blutbestandteile, sowie der unphysiologische laminare, nicht-pulsatile Blutfluss l6sen
eine Immunreaktion und in der Folge eine Ganzkorper-Entztindungsreaktion aus, die
haufig die Definitionskriterien eines ,systemic inflammatory response syndrome® (SIRS)
erfullt. Zudem kommt ein nicht unerhebliches operatives Trauma, das unabhangig von der
Verwendung der HLM ist (Baehner et al., 2012; Kirklin et al., 1983; Larmann und
Theilmeier, 2004; Westaby, 1987). Im Zusammenhang mit einem SIRS treten haufig
Organkomplikationen auf, die letztlich in ein Multiorganversagen muinden kénnen,

welches auch heutzutage noch mit einer hohen Letalitat behaftet ist (Laffey et al., 2002).
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Studien zeigten, dass eine langere Phase des CPB an der HLM mit einer hGheren Wahr-
scheinlichkeit fur das Auftreten eines SIRS einhergeht, bzw. dieses auch langer anhalt
(Furunaga et al., 1996; Hirai, 2003).

1.2.3 Spezifische Pathologien bezogen auf ausgewahlte Organsysteme

Lunge: Eine postoperative pulmonale Dysfunktion ist eine haufig auftretende Komplikation
nach kardiopulmonalem Bypass. Die Spanne reicht von einer arteriellen Hypoxamie, die
bei nahezu 100 % der Patienten nachzuweisen ist, bis hin zu einem akuten Lungen-
versagen (ARDS, ,acute respiratory distress syndrome®), das bei 0,4 - 2 % der Félle auf-
tritt (Wynne und Botti, 2004). Neben der o0.g. Entziindungsreaktion kommt hier eine
Minderperfusion und -ventilation zum Tragen (Weissman, 2004). In der Phase des CPB
ist der Blutfluss durch die Lunge auf den Fluss durch die Bronchialarterien limitiert.
Schlensak et. al. (2002) stellten die Hypothese auf, dass dieser Blutfluss wéahrend des
CPB zu gering sei, um eine Lungenischamie abzuwenden. Im Tierexperiment konnten sie
zeigen, dass der Blutfluss der Bronchialarterien wahrend des CPB auf 13 % des Aus-
gangswertes abnahm. Dies auf3erte sich auch in einem dreifach erhéhten Laktatspiegel
im Lungengewebe zum Ende des CPB, sowie einer Verdopplung der Alveolarseptendicke
(Schlensak et al., 2002).

Herz: Diverse Untersuchungen haben gezeigt, dass der Anstieg der kardialen Enzyme im
Blut (Kreatinkinase [CK], Kreatinkinase-lsoenzym aus Herzmuskelzellen [CK-MB] aus
Herzmuskelzellen sowie Troponine) nach Bypass-Operationen unter Verwendung eines
CPB signifikant hoéher ausféllt, als nach vergleichbaren Operationen im Off-pump-
Verfahren (OPCAB) (Kobayashi et al., 2005; Masuda et al., 2002; Penttila et al., 2001).
Die Hohe des postoperativen Plasmaspiegels der genannten Enzyme ist jedoch auch ein
unabhangiger Pradiktor fur das Auftreten von postoperativen Komplikationen und korre-
liert mit der Krankenhausmortalitdt sowie dem vermehrten Auftreten von nicht-todlichen
kardialen Ereignissen innerhalb der ersten zwei Jahre nach dem Eingriff (Fellahi et al.,
2003; Hashemzadeh und Dehdilani, 2009). Wahrend des CPB im kardioplegen Herzstill-
stand werden nach Aktivierung von Transkriptionsfaktoren wie NF-kB (nuclear factor

'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells) im Myokard selbst eine Reihe von pro-
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inflammatorischen Zytokinen wie Interleukin(IL)-1, IL-6, IL-8 und Tumor-Nekrose-Faktor
(TNF) vermehrt ausgeschiuttet (Gasz et al., 2006; Valen et al., 2001). Auch Signalproteine
wie Toll-Like-Rezeptor(TLR)-4 stehen in Zusammenhang mit der myokardialen Entzin-
dungsreaktion nach globaler Ischamie und Reperfusion, aus der eine klinisch relevante
kardiale Dysfunktion resultieren kann (Cha et al., 2008). Obwohl die zugrundeliegende
kardiale Erkrankung (z.B. koronare Herzkrankheit, Klappenfunktionsstorung) operativ
therapiert wurde, sind temporare Stérungen der Pumpfunktion bis hin zum Low-Cardiac-
Output-Syndrom haufige Komplikationen nach kardiopulmonalem Bypass (McKinlay et
al., 2004). Die Inzidenz von Rhythmusstérungen, insbesondere postoperativem Vorhof-
flimmern als Ausldser fur weitere Komplikationen ist mit tber 30 % sehr hoch (Mathew et
al.,, 2004). ,Der kardioplegische Herzstillstand kann demnach also keinesfalls als
schitzender Ruhezustand des Herzens betrachtet werden, sondern ist vielmehr eine ver-

langsamte Ischamiephase” (Baehner et al., 2012).

Nieren: Auch die Nierenfunktion wird durch extrakorporale Zirkulation haufiger beein-
trachtigt als durch andere Eingriffe. Hierbei ist der Grad der Schadigung auch direkt von
der Dauer des CPB abhéngig (Boldt et al., 2003). Die Genese der Nierenschadigung ist
multifaktoriell. Neben einer Hamodilution zu Beginn des CPB und damit verbundenem
Hamatokrit-Abfall, einem veranderten Flussprofil (pulsatil versus nicht-pulsatil), den Aus-
wirkungen von artifizieller Hypothermie und einer kontinuierlichen Hamolyse durch Ein-
wirkung der HLM-Pumpen, ist auch die systemische Inflammationsreaktion und direkte
renotubuléare Schadigung durch Zytokine und reaktive Sauerstoffspezies in Betracht zu
ziehen (Karkouti et al., 2009; Mao et al., 2014; Provenchére et al., 2003; Rosner et al.,
2008; Sheridan und Bonventre, 2000). Wahrend eine leichte Erhdhung der Retentions-
parameter sehr héufig zu beobachten ist, wird die Wahrscheinlichkeit fir ein akutes
Nierenversagen (ANV) mit Dialysepflichtigkeit mit 1-5 % angegeben (Mao et al., 2014).
Ein solches ANV ist ein unabhangiger Préadiktor fir Morbiditat und Mortalitat (Provenchére
et al., 2003; Rosner et al., 2008).



12

Gehirn: Neurologische Komplikationen sind ein wichtiger Faktor bezogen auf die peri-
operative Morbiditat und fihren zu deutlich verlangerten Krankenhausliegezeiten, auch
die Mortalitatsrate steigt je nach Auspragung der Komplikation bis auf das 10-fache an
(Laffey et al., 2002). Durch Manipulation an der herznahen Aorta beim Kanulieren fur die
HLM konnen atherosklerotische Plaques freigesetzt werden und zu — mittlerweile
allerdings eher selten auftretenden — Makroembolien fiihren, Quellen fir Mikroembolien
sind atheromatoser Detritus, Fettpartikel aus dem Kardiotomiesauger und Gasembolien.
Diese stellen weiterhin ein relevantes Problem dar (Brooker et al., 1998; McKhann et al.,
2006). In postoperativ durchgefihrten Magnetresonanztomographiestudien konnten bei
25-50 % der Patienten zum Teil auch klinisch inapparente, neu aufgetretene Hirnlasionen
detektiert werden (Sun et al., 2012). Schlaganfélle treten bei 1-3 % der Patienten auf,
weniger schwerwiegende Pathologien, wie z.B. zerebrale Krampfanfalle bei 5-10 %. Eine
postoperative kognitive Dysfunktion ist die haufigste klinische Manifestation einer
Hirnschadigung nach einem herzchirurgischen Eingriff. Sie tritt unterschiedlichen
Quellenangaben zufolge unmittelbar postoperativ bei 14-80 % der Patienten auf (Laffey
et al., 2002; Newman et al., 2001; Sun et al., 2012) und ist auch nach 6 Monaten noch bei
24 % nachweisbar (Newman et al., 2001). Als Griinde hierfir werden eine Kombination
von Embolisierung, Hypoperfusion und Inflammationsreaktion infolge eines Ischamie- und
Reperfusionsschadens angefiihrt, die alle mit einem CPB assoziiert sind (Bruggemans,
2013).

1.3 Ischamie- und Reperfusionsschaden (IRS)

1.3.1 Definition

Wie bereits 1960 erstmals nach histologischen Untersuchungen eines reperfundierten
ischamischen Hundemyokards beschrieben wurde, resultiert eine Myokardnekrose nach
vorribergehendem Verschluss eines KoronargefalR3es (z.B. im Rahmen eines Myokard-
infarkts) nicht allein aus den in der priméren Ischamiephase entstandenen Schéaden, son-
dern auch aus einem zusatzlichen Schaden, der erst nach erfolgter Reperfusion eintritt
(Jennings et al.,, 1960). Eine frihe Wiedererdffnung eines verschlossenen Koronar-

gefaldes ist zurzeit die effektivste Therapiemethode, um die Grél3e von Infarktarealen zu
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verringern und das klinische Outcome eines Patienten zu verbessern. Paradoxerweise
kann die einsetzende Reperfusion tber unterschiedliche Pathomechanismen zu weiterem
Zelluntergang von unmittelbar vorher noch vitalem Myokardgewebe beitragen und so die
positiven Effekte der Reperfusion reduzieren (Yellon und Hausenloy, 2007). Der
Reperfusionsschaden macht bis zu 50 % des totalen Myokardschadens aus (Simonis et
al., 2012). Dies kann laut Yellon und Hausenloy (2007) einer der Grinde fir Mortalitats-
raten von bis zu 10 % und der Wahrscheinlichkeit des Auftretens einer Herzinsuffizienz

von bis zu 25 % nach akutem Myokardinfarkt und erfolgter optimaler Reperfusion sein.

Ischamie- und Reperfusionsschaden sind nicht allein ein myokardiales Ph&nomen, son-
dern lassen sich in ahnlicher Form auch an anderen Organsystemen wie z.B. Lunge
(Schlensak et al., 2002), Nieren (Rosner et al., 2008) und Gehirn (Bruggemans, 2013)

nachweisen.

1.3.2 Molekulare Mechanismen

Durch G-Protein-gekoppelte Rezeptoren wird eine intrazellulare Enzymkaskade aus-
gelost, die zur Aktivierung subzellularer Elemente, insbesondere der Mitochondrien, fuhrt.
Stickstoff- Monoxid (NO), Protein-Kinasen und die Mitochondrial Permeability Transition
Pores (MPTP), unselektive Kanéale fur kleine Proteine in der Mitochondrienmembran, spie-
len eine zentrale Rolle (Stampfli et al., 2013). Durch eine Kombination aus oxidativem
Stress durch die Entstehung von reaktiven Sauerstoffspezies (,reactive oxygen species®,
ROS) (Zorov et al., 2006) einer Stérung des intrazellularen Kalziumhaushalts mit Uber-
ladung der Zellen (Stone et al., 1989), schnellen pH-Wert-Veranderungen (Lemasters et
al., 1998) und einem starken inflammatorischen Reiz durch die Aktivierung von neutro-
philen Granulozyten (Vinten-Johansen, 2004) werden durch Interaktion die mPTP geoff-
net und es kommt tber einen ungezielten Einstrom zum Zusammenbruch des elektro-
chemischen Potentials Uber der Mitochondrienmembran. Durch den Efflux von mito-
chondrialen Proteinen in das Zytosol wird die Caspasekaskade aktiviert und hiertber der
Zelltod eingeleitet (Abdallah et al., 2011; Lemasters et al., 1998). (Haller et al., 2016).
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1.3.3 Ischamie- und Reperfusionsschaden in der Kardiochirurgie

In der Herzchirurgie ist das Phanomen des Ischamie- und Reperfusionsschadens von
grof3ter Relevanz, da es bei vielen Eingriffen regelhaft ,zu einer Abklemmung des Herzens
von seiner naturlichen Blutversorgung und damit zu einer geplanten Ischamie kommt*
(Haller et al., 2016). Um diese in ihrem Ausmald einzudammen, werden kardioplegische
Losungen appliziert, die einen Herzstillstand auslésen und somit den Sauerstoffverbrauch
um ca. 90 % reduzieren (Chambers und Fallouh, 2010). Dartber hinaus ist es Gegen-
stand intensiver Forschung, Strategien zu entwickeln, den Ischamie- und Reperfusions-
schadens zu begrenzen. Viele wissenschaftliche Ansatze beruhen auf dem Prinzip der

.ischamischen (Fern-)Prakonditionierung®.

1.4 Ischamische (Fern-)Prakonditionierung
1.4.1 Entwicklung des Verfahrens

Das Konzept von ischamischer Prakonditionierung (,Ischemic Preconditioning®, IPC) be-
ruht auf der Annahme, dass wiederholte kurze Ischdmien in einem Organ eine Vorberei-
tung oder Konditionierung des Organs auf spatere prolongierte Ischamien zur Folge
haben. Dies konnte im Tierexperiment erstmals 1986 von Murry et. al. nachgewiesen wer-
den. Bei Hunden wurde nach 40-minitigem Verschluss einer Koronararterie eine Re-
duktion der resultierenden Infarktgré3e auf 25 % im Vergleich zur Kontrollgruppe gezeigt,
nachdem zuvor vier jeweils finfmindtige Phasen von Ischamie und Reperfusion herbei-
gefuhrt worden waren, die ihrerseits zu kurz waren, um zu einem relevanten Zellschaden
zu fuhren. Nach einer langeren Ischamiephase von drei Stunden war dieser Effekt nicht
mehr nachweisbar (Murry et al., 1986). Als klinisches Korrelat wurde postuliert, dass nach
vorangegangenen Episoden von Angina Pectoris, die oftmals einem Myokardinfarkt
vorausgehen, der Zelltod verzdgert eintritt, und somit die Chancen fir eine erfolgreiche
Behandlung vergroRRert sind (Murry et al., 1986). Diese Annahme konnte in spateren Kkli-
nischen Studien untermauert werden (Solomon et al., 2004; Tomoda und Aoki, 1999).

In der Folge fiel auf, dass nach Durchfiihrung einer ischamischen Prakonditionierung in

einem definierten Koronarversorgungsareal des Herzens und anschlieRendem Auslésen
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eines Infarkts in einem anderen Areal auch hier die Infarktgré3e zu reduzieren war
(Przyklenk et al., 1993). 1996 fand man heraus, dass sich auch kurze Ischdmien und
nachfolgende Reperfusion in nicht-kardialem Gewebe (Prakonditionierung durch Ver-
schliisse der A. mesenterica anterior oder A. renalis sinistra) kardioprotektiv auswirken
(Gho et al., 1996). 1997 wurde eine erfolgreiche (Fern-)Prakonditionierung durch Skelett-
muskelischamie infolge von elektrischer Stimulation und Reduktion des femoralen Blut-
flusses gezeigt (Birnbaum et al., 1997). Die heutzutage gangige Form der ischamischen
Fern-Prakonditionierung (,Remote Ischemic Preconditioning”, RIPC) wird Ublicherweise
durch drei bis vier Zyklen funfminutiger Ischamie, gefolgt von finfminutiger Reperfusion
am Oberarm (seltener untere Extremitat) mittels eines Tourniquets (oder suprasystolisch
aufgepumpter Blutdruckmanschette) durchgefiihrt (Hausenloy et al., 2016; Stampfli et al.,
2013). Das Verfahren wurde erstmals 2002 beschrieben (Kharbanda et al., 2002).

1.4.2 Wirkungsmechanismen

Die molekularen Mechanismen und das pathophysiologische System, das zu RIPC bei-
tragt, sind komplex und bis heute, 30 Jahre nach Erstbeschreibung des IPC, noch nicht
vollstandig entschlisselt worden (Haller et al., 2016; Hausenloy et al., 2016). Der aktuelle
Stand der Wissenschaft geht von der Existenz eines noch nicht identifizierten, ,im Blut

zirkulierenden und Ubertragbaren kardioprotektiven Faktors® aus (Haller et al., 2016).

Zusammenfassend wird angenommen, dass RIPC eine neuro-humorale Antwort auslost,
die dann eine Kaskade von nachgeschalteten Effekten in Gang setzt, um eine Wirksam-
keit am Endorgan zu erreichen (Hausenloy et al., 2016). Hinweisend fir eine nervale
Komponente sind frihe Beobachtungen im Rahmen von tierexperimentellen Studien, bei
denen nach Vorbehandlung mit dem Ganglienblocker Hexamethonium der kardio-
protektive Effekt von vorriibergehender Mesenterialischdmie ausblieb (Gho et al., 1996).
Gestutzt wurden diese Beobachtungen durch Versuche, bei denen Nervenbahnen durch-
trennt wurden oder eine nervenschadigende Erkrankung, wie z.B. diabetische Neuro-

pathie, vorlag. Versuche, die unter diesen Umstanden durchgefiihrt wurden, zeigten
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keinen protektiven Effekt der RIPC mehr (Jensen et al., 2012; Lim et al., 2010). Entgegen-
gesetzt gelang auch durch direkte Nervenstimulation des N. femoralis mit topischem

Capsaicin die Auslosung eines kardioprotektiven Effekts (Jensen et al., 2012).

Unabhangig von diesen neuronalen Anteilen konnte durch Perfusion von isolierten Tier-
herzen mit Serum von Patienten oder Tieren, an denen vorher RIPC durchgefihrt wurde,
die GroRRe eines hervorgerufenen Infarkts im Vergleich zu einer Kontrollgruppe, die Serum
eines unbehandelten Organismus erhielt, gemindert werden (Haller et al.,, 2016;
Redington et al., 2012).

Hieraus folgt, dass neuronale Bahnen zwar eine Rolle in der Entstehung eines kardio-
protektiven Signals zu spielen scheinen, nicht aber bei der Ubermittlung (Haller et al.,
2016). Es wird die Entstehung eines dialysierbaren humoralen Faktors vermutet, dessen
Freisetzung eine intakte Nervenverbindung erfordert (Redington et al., 2012). Uberlegun-
gen gehen dahin, dass es sich hierbei um Apolipoprotein A1 (ApoAl) handeln kdnnte
(Hibert et al., 2013). Eine Vorbehandlung von Ratten mit ApoAl zeigte eine ahnliche

Kardioprotektion wie sie mit RIPC zu erreichen war (Kalakech et al., 2014).

Intrazellular werden, kurz zusammengefasst nach Haller et. al. (2016), im Weiteren dann
verschiedene Signalkaskaden aktiviert, Uber die Einfluss auf Adenosintriphosphat (ATP)-
gesteuerte Kaliumkandle (Katrp), mitochondrial Permeability Transition Pore (mPTP), die
Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) und die Konzentration von zirkulieren-
dem Stickstoffmonoxid (NO) ausgeibt wird. Vornehmlich werden der RISK (Reperfusion
Injury Salvage Kinase)- und der SAFE (Survivor Activating Factor Enhancement)-Path-
way als intrazellulare Signalwege zur Verhinderung des Zelluntergangs beschrieben
(Haller et al., 2016). RISK besteht aus Phophatidylinositol-3-Kinase, Proteinkinase B und
den p42/p44-extrazellularsignalregulierten Kinasen 1 und 2. Eine Aktivierung von RISK
durch Phosphorylierung schiitzt das Myokard von durch Reperfusion hervorgerufenem
Zelluntergang (Hausenloy und Yellon, 2004). Der SAFE-Pathway fasst einen Signalweg
aus Tumornekrosefaktor-Alpha (TNF-a), Janus-Kinase (JAK) und dem Transkriptions-
faktor STAT3 zusammen. Die Myokardprotektion beider Signalwege erfolgt unabhangig

voneinander, Interaktionen werden vermutet (Lecour, 2009).
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1.4.3 Aktuelle Anwendungen, Probleme, Ausblick

In den 30 Jahren nach Entdeckung des Phanomens der ischamischen Prakonditionierung
sind enorme Anstrengungen — Uber 10.000 Publikationen befassen sich mit dem Themen-
gebiet — unternommen worden, die zugrundeliegenden Mechanismen zu verstehen und

einen Nutzen fur die klinische Praxis daraus abzuleiten (Hausenloy et al., 2016).

Eine aktuelle Meta-Analyse von Studien, die anhand von in vivo Tiermodellen den myo-
kardialen Ischamie- und Reperfusionsschaden in Abhangigkeit von RIPC untersucht,
kommt zu dem Ergebnis, dass die durchschnittliche Infarktgréf3e der RIPC-Gruppen im
Vergleich zu Kontrollgruppen um 22,8 % gesenkt werden kann. Da eine deutliche Hetero-
genitat zwischen den einzelnen Studien festzustellen war und vielfach auch das Studien-
design Mangel aufwies, konnte keine allgemeine Empfehlung abgeleitet werden
(Bromage et al., 2016).

Eine weitere Meta-Analyse Uber 5317 aus 44 Studien kam zu dem Ergebnis, dass RIC
eine signifikante Reduktion der kardialen Biomarker Troponin, Kreatinkinase MB (CK-MB)
hervorruft und auch die Rate von relevanten kardiovaskuléaren und zerebralen uner-

winschten Ereignissen signifikant geringer ausfiel (Le Page et al., 2015).

Bei diesen Ergebnissen ist jedoch zu beachten, dass klinische Endpunkte in diesen Ana-
lysen nur sekundar untersucht wurden. Die Ergebnisse von zwei grof3en randomisierten,
kontrollierten, multizentrischen Studien, die RIPC bei herzchirurgischen Patienten unter
dem Gesichtspunkt von klinisch gewéhlten Endpunkten untersuchten (RIPHeart-Studie
[Meybohm et al., 2015] s.u. und ERRICA-Studie [Hausenloy et al., 2015]), kamen entge-
gen der urspringlichen Erwartungen zu dem Schluss, dass RIPC keinen Vorteil in Bezug
auf die untersuchten Endpunkte brachte (Haller et al., 2016). Retrospektiv betrachtet,
kénnte die Verwendung des Narkotikums Propofol Einfluss auf die Effektivitdt der RIPC
gehabt-haben (Haller et al., 2016), da dieses mittlerweile durch Interaktion mit dem
neuronalen Transfer des RIPC-Signals fir seinen negativen Einfluss hierauf bekannt ist
(Kottenberg et al., 2014; Kottenberg et al., 2012).
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1.4.3.1 RIPHeart-Studie

Bei der vorliegenden Untersuchung handelt sich um eine lokal am Universitatsklinikum
Bonn durchgefihrte Substudie zur oben bereits genannten RIPHeart-Studie. Aus diesem
Grund soll die Hauptstudie hier kurz vorgestellt werden.

Bei der RIPHeart-Studie handelte sich um eine multizentrische klinische Studie zur Pri-
fung des Einflusses von RIPC bei herzchirurgischen Patienten unter klinischen Gesichts-
punkten. Die Studie wurde als Doppelblindstudie ausgelegt, bei der ischamische Fern-
prakonditionierung (RIPC) gegen eine Kontrollgruppe getestet wurde. Im Rekrutierungs-
zeitraum Januar 2011 bis Mai 2014 wurden insgesamt 1403 Patienten in 14 Prifzentren
an deutschen Universitatskliniken eingeschlossen. Bezogen auf die kombinierten pri-
maren Endpunkte (Mortalitat, Myokardinfarkt, Schlaganfall und/oder akutes Nieren-
versagen innerhalb des Krankenhausaufenthaltes bis zum Entlassungszeitpunkt - jedoch
maximal 14 Tage postoperativ) und der sekundéren Endpunkte (Beatmungsdauer,
ICU/IMC-Verweildauer, Krankenhausverweildauer, Troponinausschuttung, Kreatinin-
verlauf, kumulative Vasopressorendosis, neuaufgetretenes Vorhofflimmern, Inzidenz des
postoperativen Delirs) konnte keine signifikante Differenz zwischen den untersuchten
Gruppen festgestellt werden, auch nicht in Subgruppenanalysen (Meybohm et al., 2015;
Meybohm et al., 2012).

Trotz diverser Nachweise fiir die protektive Wirkung des Verfahrens im Modell konnte ein
klinischer Vorteil fiir die Patienten durch RIPC bisher nicht nachgewiesen werden. ,Daher
kann man derzeit auch noch keine generelle Empfehlung fiir den klinischen Einsatz des
RIC geben® (Haller et al., 2016).

1.5 Oxidativer Stress

1.5.1 Freie Radikale, reaktive Sauerstoff- und Stickstoffspezies, Antioxidantien

Forschungsergebnisse weisen seit langerer Zeit darauf hin, dass ein Ischamie- und Re-
perfusionsschaden vornehmlich auf die Einwirkung von ,Freien Radikalen® (hochreaktive,

instabile Atome oder Molekiile, die mit einem oder mehreren ungepaarten Elektronen in
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ihrer &ul3eren Hille unabhangig existieren kbnnen) zurtickgefiihrt werden kann (Dhalla et
al., 2000; Droge, 2002; Kloner et al., 1989; Simpson und Lucchesi, 1987). Die Bezeich-
nungen reaktive Sauerstoffspezies (,reactive oxygen species”, ROS) und reaktive Stick-
stoffspezies (,reaktive nitrogen species”, NOS) sind Sammelbegriffe fur unterschiedliche

Radikalmolekiile.

ROS sind stark zytotoxisch und kénnen die Zelle auf vielfaltige Weise schadigen. Insbe-
sondere werden Membranschadigungen aufgrund von Lipidperoxidation, DNA-Schaden
und Modifikationen an zellularen Proteinen hervorgerufen (Dhalla et al., 2000; Drége,
2002; Tossios und Mehlhorn, 2004). Wahrend reaktive Sauerstoff- und Stickstoff-Spezies
in der Vergangenheit hauptséachlich als schadlich bekannt waren, weil3 man mittlerweile
um die (patho-)physiologische Bedeutung mit Beteiligung an koérpereigenen Abwehr-
systemen (Galano et al., 2011; Roth et al., 2004).

ROS und RNS entstehen in kleiner Menge im Rahmen des normalen Zellmetabolismus
und werden zunachst durch physiologische Antioxidantien neutralisiert, die in finf Klassen
eingeteilt werden: Enzyme (z.B. Superoxiddismutase, Katalase und Glutathionperoxi-
dase), Peptide (z.B. Glutathion); Phenolverbindungen (Vitamin E und pflanzliche Flavo-
noide), Stickstoffverbindungen und Carotinoide (v.a. Beta-Carotin). Weitere Wirkstoffe
kénnen durch andere Mechanismen antioxidative Wirkungen erzeugen: Vitamin C z.B.
hilft, Vitamin E wieder aufzubereiten und N-Acetylcystein (NAC) stellt eine wichtige Kom-

ponente des Glutathions zur Verfiigung (Tossios und Mehlhorn, 2004).

Waéhrend und infolge eines ischdmischen Ereignisses ist die Aktivitat der Antioxidantien
reduziert, die Menge der ROS und RNS nimmt zu. Das entstehende Ungleichgewicht von
ROS, RNS und antioxidativen Systemen wird als ,Oxidativer Stress* bezeichnet (Tossios
und Mehlhorn, 2004).

Waéhrend der Reperfusionsphase kommt es zu einer weiteren Ubermaldigen Freisetzung
von freien Radikalen, die nur unzureichend neutralisiert werden kénnen. Dies fihrt zur
Modifikation von Phospholipiden und Proteinen als Zellmembranbestandteilen, zur Beein-

trachtigung von sarkolemnaler Calcium-ATPase und Natrium-Kalium-ATPase und somit
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zu Zellschadigung und Untergang (Dhalla et al., 2000; Tossios und Mehlhorn, 2004). Bei
allen Formen von kritischen Erkrankungen wie z.B. Sepsis, Trauma, schweren Brand-
verletzungen, Organversagen wird das Auftreten von oxidativem Stress oder eines redu-
zierten antioxidativen Status beschrieben und ist mit einer Verschlechterung der Prog-
nose assoziiert (Roth et al., 2004). Gerade die Freisetzung von freien Radikalen in der
frihen Phase der Reperfusion in Kombination mit der IR-induzierten Abnahme der anti-
oxidativen Aktivitat macht das Myokard extrem anfallig und ist haufig Ausléser fur maligne

Herzrhythmusstérungen (Moens et al., 2005).

Aus diesen Grinden ist es aktuell von grol3em akademischen und auch praktischen Inte-
resse, Strategien flr eine effiziente Inaktivierung freier Radikaler und fur eine Vermeidung
von oxidativem Stress zu entwickeln, sowie ein breiteres Verstandnis der Vorgéange zu

erlangen (Galano et al., 2011).

Hier gelangte das Neurohormon Melatonin in den Fokus, das als ubiquitéar vorkommendes
und vielseitiges Molekuil die meisten der winschenswerten Eigenschaften eines guten
Antioxidans aufweist. Aktuelle Review-Artikel beinhalten eine Gberwaltigende Menge an
Daten, die eine Schutzwirkung Melatonins gegen oxidativen Stress und auch deutliche
kardioprotektive Effekte belegen, wenn auch die zugrundeliegenden Mechanismen teil-
weise noch unklar sind (Galano et al., 2011; Reiter et al., 2014; Yang et al., 2014).

1.5.2 Melatonin als Antioxidans

Melatonin ist ein Neurohormon, dass tiberwiegend von den Pinealozyten in der Glandula
pinealis als Teil des Epithalamus, aber u.a. auch in Retina, Cerebellum, Haut, Ovar,
Leber, Pankreas und Niere aus Serotonin gebildet wird (Axelrod und Weissbach, 1960;
Galano et al., 2011; McCord und Allen, 1917). Die Synthese des Hormons folgt einer
starken circadianen Rhythmik (Borjigin et al., 1999; Klein und Weller, 1972; Quay, 1963).
Es wird von allen bisher untersuchten Tier- und Pflanzenarten produziert und kommt auf-
grund seiner guten Lipid- und Wasserloslichkeit weitverbreitet vor (Galano et al., 2011,

Reiter et al., 2014). Innerhalb des Organismus werden dem Melatonin vielfaltige Funktio-
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nen zugeschrieben. Hierbei wird zwischen Rezeptor-vermittelten und Rezeptor-unabhan-
gigen Wirkungsmechanismen unterschieden. Rezeptorabhéngige Wirkungen sind bei-
spielsweise circadiane Rhythmik, saisonale Fortpflanzung, Schlafforderung, Blutdruck-
modulation, Immunmodulation, Knochenwachstum und viele weitere. Von Relevanz ist an
dieser Stelle die Stimulation der antioxidativen Enzyme Superoxiddismutase (SOD),
Glutathionperoxidase (GPx) und Katalase (CAT) (Reiter et al., 2014), die schon lange als
wichtigste Enzyme des zellularen antioxidativen Abwehrsystems bekannt sind (Pigeolet
et al., 1990) und das Blockieren von Transkriptionsfaktoren fur proinflammatorische Zyto-

kine (Dominguez-Rodriguez et al., 2012).

Rezeptorunabhéngige Wirkungen von Melatonin und seinen Metaboliten erklaren sich
durch die Radikalfanger-Eigenschaft fir reaktive Sauerstoffspezies (,reactive oxygen
species®, ROS) und reaktive Stickstoffspezies (,reactive nitrogen species®, RNS). Hier-
durch ergibt sich eine Schutzwirkung gegen ionisierende Strahlung, UV-Strahlung,
Schwermetalltoxizitat, Alkohol- und Medikamententoxizitat sowie gegen oxidativen Stress

infolge von Ischamie- und Reperfusionsschaden (Reiter et al., 2014).

Aufgrund des weit verbreiteten Vorkommens, seiner nachgewiesenen Wirkung als
Breitspektrum-Antioxidans (Tan et al., 2002), seiner Fahigkeit, physiologische Barrieren
zu Uberwinden und der ubiquitaren Verfugbarkeit in allen Zellen (Menendez-Pelaez und
Reiter, 1993), der Regenerationsfahigkeit (Mahal et al., 1999), seiner weiterhin anti-
oxidativ wirksamen Metaboliten (Tan et al., 2001), und nicht zuletzt der geringen akuten
und chronischen Toxizitat der Substanz, werden Melatonin die meisten Eigenschaften zu-
gesprochen, die der Vorstellung eines idealen Antioxidans von Galano et al. (2011) ent-

sprechen.

Obwohl Melatonin vielfacher Gegenstand aktueller Forschung ist, was sich in einer jahr-
lich steigenden Anzahl von Melatonin-bezogenen Publikationen — insbesondere auch im
Hinblick auf die Eigenschaft als Antioxidans — zeigt (Galano et al., 2011), sind seine Fahig-
keiten, molekulare Schaden durch freie Radikale zu reduzieren zwar bekannt und hochst
reproduzierbar, mechanistisch aber noch nicht ausreichend untersucht (Reiter et al.,

2014). Dies gab unter anderem den Ausschlag fur die vorliegende Untersuchung.
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1.6 Fragestellung der Arbeit

Die Zielsetzung der vorliegenden Substudie war es — unter den vorgegebenen Bedingun-
gen der RIPHeart-Studie — die Auswirkungen von RIPC auf oxidativen Stress und die
extrazellularen Konzentrationen von Melatonin sowie der antioxidativen Enzyme Super-

oxiddismutase (SOD) und Glutathionperoxidase (GPx3) zu untersuchen.

Weiterhin wurden die Auswirkung der préaoperativen Melatoninkonzentration auf das
Niveau von oxidativem Stress und Effekte auf die Konzentrationen der antioxidativen

Enzyme SOD und GPx untersucht.

Um das Level des oxidativen Stresses abzuschatzen, wurde 8-Hydroxydesoxyguanosin
(8-OHdG) bestimmt, welches sich als guter Biomarker fur durch oxidativen Stress hervor-
gerufene DNA-Schadigungen erwiesen hat (Kaneo et al., 1996; Kroese und Scheffer,
2014; Shigenaga und Ames, 1991).
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2. Material und Methoden

2.1 Ausgangssituation und Ethikvotum

Im Rahmen der RIPHeart-Studie (Meybohm et al., 2015) einer multizentrischen klinischen
Studie zur Prufung des Einflusses der ischamischen Fern- (Remote) Prakonditionierung
bei herzchirurgischen Patienten wurde im Bereich der Klinik fir Anésthesiologie und
Operative Intensivmedizin am Universitatsklinikum Bonn eine Substudie durchgefihrt, um
unter den gegebenen Studienbedingungen dariber hinaus die o0.g. Fragestellungen zu

klaren.

Alle Untersuchungen an Probanden sind auf der Grundlage der revidierten Deklaration
von Helsinki des Weltarztebunds und den entsprechenden gesetzlichen Grundlagen
durchgeftihrt worden.

Dem lokalen Amendment zum Ethikantrag der RIPHeart-Studie zur Durchflhrung einer
Substudie wurde seitens der Ethik-Kommission der Medizinischen Fakultat der
Rheinischen Friedrich-Wilhelms-Universitat Bonn zugestimmt (Lfd. Nr. 161/11,
13.02.2012). Dem Ethikantrag zur RIPHeart-Studie wurde bereits vorab durch die Ethik-
Kommission der Medizinischen Fakultdt der Christian-Albrechts-Universitat zu Kiel
(AZ.: A 165/08) und durch die Ethik-Kommission der Medizinischen Fakultat der
Rheinischen Friedrich—-Wilhelms-Universitat Bonn (Lfd. Nr. 161/11, 22.07.2011) zuge-

stimmt.

2.2 Studiendesign

Die klinische Prufung wurde neben der multizentrisch-ausgelegten Hauptstudie als mono-
zentrische prospektive, randomisierte Untersuchung durchgefihrt. Patienten, behan-
delnde Arzte, Prufer und Datenmanager waren hinsichtlich der Intervention (RIPC vs. Pla-
cebo) verblindet. Die Durchfiihrung der Intervention erfolgte durch einen Studien-

assistenten unverblindet.
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2.2.1 Studienpopulation

Die Ein- und Ausschlusskriterien entsprachen denen der RIPHeart-Studie. Die im

Folgenden genannten Bedingungen mussten erfillt sein.

2.2.1.1 Einschlusskriterien

elektiver herzchirurgischer Eingriff an der Herz-Lungen-Maschine, insbesondere
aortokoronare Bypassoperation, Aortenklappenersatz, Mitralklappenersatz oder -
rekonstruktion, Aorta ascendens Ersatz oder Kombinationseingriff

2. Alter =2 18 Jahre

Schriftliche Einwilligungserklarung des Patienten/der Patientin.

2.2.1.2 Ausschlusskriterien

In Bezug auf den Eingriff:

1.

2.

Off-pump Verfahren; Minimal-invasive Eingriffe Uber laterale Thorakotomie; Aorta
descendens Ersatz; gleichzeitige Carotis-TEA; selektive antegrade Hirnperfusion
wahrend HLM-Stillstand

Voroperation an Herz / Aorta

In Bezug auf die kardiale Anamnese:

3.
4.

Schwere linksventrikulare Funktionsstorung (EF < 30 %)

Chronisches Vorhofflimmern oder intermittierendes Vorhofflimmern innerhalb der
letzten 6 Monate préaoperativ; Medikamentdse Einnahme von Digitalis-
Préaparaten, Amiodaron und/oder Antiarrhythmika Klasse | (z.B. Ajmalin,
Flecainid, Propafenon, Tocainid)

5. Implantierter Herzschrittmacher oder Defibrillator

6. Myokardinfarkt innerhalb der letzten 7 Tage praoperativ; instabile Angina pectoris

innerhalb der letzten 24 h praoperativ mit bereits préaoperativem positivem

Troponin T Anstieg
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In Bezug auf weitere Begleiterkrankungen:

7. Schwere Niereninsuffizienz (Kreatininwert i.S. > 2,0 mg/dl (> 176 pmol/l))

8. Schwere Leberinsuffizienz (spontan INR > 1,8 und/oder Bilirubin i. S. > 8,8 mg/dI
(> 150 umol/l) und/oder nach arztlicher Einschatzung)

9. Schwere Lungenerkrankung (SpO2 < 85 % bei Raumluft und/oder FeV1 < 50 %
und/oder nach arztlicher Einschatzung)

10. Schwerer Alkoholabusus

11.Schlaganfall innerhalb der letzten 2 Monate praoperativ

12.NIH Stroke Scale > 2 préaoperativ

13.Schwere neurologische Erkrankungen (z.B. Morbus Parkinson, Multiple Sklerose,
Morbus Alzheimer, préoperatives Delir und/oder nach arztlicher Einschatzung)

14. Akute Infektionen mit Antibiotikatherapie innerhalb der letzten 7 Tage préaoperativ

15.Medikamenttse Einnahme von Sulfonylharnstoffen (Glibenclamid) und
Nicorandil, die innerhalb von 24 h praoperativ nicht pausiert wurden, da fur beide
Medikamente Interaktionen mit potentiellen Konditionierungsmechanismen ge-
zeigt wurden

16.Peripher arterielle Verschlusskrankheit Stadium 1V

17.Heparin-induzierte Thrombozytopenie Typ II

Weitere:

18. Teilnahme an anderen klinischen Prifungen innerhalb der letzten 30 Tage

19.Infauste Prognose aufgrund von Nebenerkrankungen

20.Weitergehende Beziehung zum Prufer (z.B. Mitarbeiter, Verwandte, Kollegen)

21.Frauen wahrend der Schwangerschaft und Stillzeit

22.Sprach-/ Verstandigungsprobleme im Rahmen der Aufklarung

23.Mangelnde Kooperationsbereitschaft (Compliance)

2.2.2 Patientenselektion

Die Patientenselektion fur die durchgefiuihrte Substudie richtete sich nach dem fir die
RIPHeart-Studie praktizierten Verfahren. Anhand des Aufnahme- und OP-Plans der Klinik

und Poliklinik fur Herzchirurgie des Universitatsklinikums Bonn wurde durch das Studien-



26

Team ein tagliches Screening der Patientenakten von zur Operation anstehenden Patien-
ten im Hinblick auf die o0.g. Ein- und Ausschlusskriterien vorgenommen. Bei Erfillen aller
Kriterien wurde durch einen bevollmachtigten Prifarzt ein umfassendes Aufklarungs-
gesprach mit dem potentiellen Studienteilnehmer gefihrt. Nach Aufklarung und schriftli-
cher Einwilligung des Patienten erfolgte der Studieneinschluss. Hierbei war eine Teil-
nahme an der Hauptstudie RIPHeart ohne Substudienteilnahme moglich, hingegen eine

Substudienteilnahme ohne Einwilligung zur RIPHeart-Studie ausgeschlossen.

2.2.3 Randomisierung

Die Randomisierung in die beiden Studienarme der RIPHeart-Studie (RIPC: aktives Auf-
pumpen der Blutdruckmanschette am Patientenoberarm, Kontrollgruppe: aktives Aufpum-
pen der Blutdruckmanschette am Dummy-Arm) erfolgte, wie im Studienprotokoll vorge-
sehen, durch den unverblindeten Studienassistenten mittels eines automatisierten
internetbasierten Dienstes, der durch das Zentrum fur Klinische Studien Leipzig (ZKS
Leipzig) zur Verfigung gestellt wurde. Eine gesonderte Randomisierung fur die Substudie

wurde nicht durchgefihrt.

2.2.4 Anéasthesie und operativer Verlauf

Der Ablauf am Operationstag folgte mit wenigen Abweichungen der allgemeinen Kilinik-
routine der Herzchirurgie des Universitatsklinikums Bonn. Die Anéasthesie wurde durch
ein Team aus einem/einer Facharzt/Fachéarztin fir Anasthesiologie und einem/einer Fach-
krankenpfleger/in fir Anasthesiologie und Intensivmedizin betreut. Die Patienten erhielten
zunachst in Lokalanasthesie eine arterielle Kanile zur invasiven Blutdruckmessung, es
folgte die Narkoseeinleitung mit Sufentanil, Propofol und Cis-Atracurium Uber einen
peripherventsen Zugang. Die Narkoseaufrechterhaltung wurde — entgegen der sonstigen
Praxis — im Rahmen des Studiensettings der RIPHeart-Studie ausschliel3lich als totale
intraventse Anéasthesie (TIVA) mit Propofol und Sufentanil durchgefihrt, da nicht alle an
der multizentrischen Hauptstudie beteiligten Kliniken die Moglichkeit einer Anasthesiegas-
einspeisung in die HLM hatten. Nach Intubation folgte die Anlage eines zentralen Venen-

katheters, einer grof3lumigen vendsen Schleuse und eines Harnblasenkatheters. Daran
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schloss sich der Transport aus dem Einleitungsraum in den Operationssaal an. Hier wurde
parallel zu den weiteren OP-Vorbereitungen die Studienintervention (s.u.) vorbereitet und
— sobald der Erhalt der Verblindung gewahrleistet werden konnte — durchgeftihrt. Nach
medianer Sternotomie und ggf. erforderlicher Praparation der Bypass-Gefalie erfolgte die
Heparingabe zur Vollheparinisierung, die Kantlierung zum Anschluss an die HLM sowie
der Beginn des kardiopulmonalen Bypasses wahrenddessen eine milde systemische
Hypothermie angewandt wurde. Die activated clotting time (ACT) wurde wahrend der
Prozedur > 400 s gehalten. Nach Ende des CPB wurde die initiale Heparindosis durch
Protamin-Applikation antagonisiert (Bypass-OP zu 80 %, Herzklappen-OP zu 100 %).
Nach Abschluss der operativen Mallnahmen wurden alle Patienten noch intubiert und

kontrolliert beatmet auf die Intensivstation verbracht.

2.2.5 Studienintervention

Nach Abschluss von Narkoseeinleitung und parallel zur OP-Vorbereitung und ggf. dem
OP-Beginn im OP-Saal wurde mit der Studienintervention begonnen. Hierzu wurde eine
Blutdruckmanschette am Patientenarm und eine weitere Blutdruckmanschette an einem
Dummy-Arm (Plastikrohr) angebracht, welcher mittels einer Klemme unterhalb des
Patientenarms fixiert wurde. Beide wurden mit OP-Tlchern abgedeckt, um die doppelte
Verblindung von Patient, Operateur und Anasthesist zu gewéhrleisten. Durch den unver-
blindeten Studienassistenten wurde nun die dem Randomisierungsergebnis entspre-
chende Manschette fur eine Zeitspanne von funf Minuten mit einem Druck von 200 mmHg
(bzw. mindestens 30 mmHg héher als der invasiv gemessene systolische arterielle Blut-
druck des Patienten) aufgepumpt, anschliel3end wurde der Druck abgelassen und fir eine
weitere funfmindtige Zeitspanne pausiert. Dieses Procedere wurde viermal wiederholt,
wobei zu beachten war, dass der vierte Zyklus vor Beginn des kardiopulmonalen
Bypasses an der HLM beendet sein musste. Um die Verblindung nicht zu gefahrden,
wurde sichergestellt, dass die arterielle Blutdruckmessung sowie die Pulsoxymetrie nicht

am Interventionsarm abgeleitet wurden.
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Studienintervention RIPC an Patientenarm bzw. Dummy-Arm

1. Zyklus 2. Zyklus 3. Zyklus 4. Zyklus

| | | ).
Y Y Y

Andsthesie-
einleitung » Sl

Minuten 40

[ OP-Vorbereitung / OP-Beginn J

Abb. 1: Zeitlicher Ablauf der Studienintervention RIPC. Es wurden vor Beginn des kardio-
pulmonalen Bypasses an der HLM 4 Zyklen zu je 5 min Ischamie mittels am Oberarm
(bzw. Dummy-Arm) suprasystolisch aufgepumpter Blutdruckmanschette und 5 min Re-
perfusion angewendet. Parallel hierzu erfolgten die OP-Vorbereitungen und ggf. OP-
Beginn. Modifiziert nach Working Instruction zur RIPHeart-Studie.

2.2.6 Studiendurchfihrung Substudie

Der operative Eingriff des Studienpatienten wurde, neben dem zur Durchfihrung der
RIPC-Studienintervention erforderlichen Studienassistenten, durch mindestens ein
weiteres Mitglied des Studienteams im OP begleitet. Hierdurch wurde die zeitgerechte
Gewinnung der notwendigen Blutproben sowie deren Weiterverarbeitung gewébhrleistet.
Fiur die im Rahmen der Studienteilnahme erforderlichen Blutentnahmen galt die Regel,
dass Abnahmen nur Uber bereits liegende Gefal3zugénge (zentraler Venenkatheter, arte-
rieller Zugang) zu erfolgen hatten.
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Es wurden zu den folgenden Zeitpunkten Proben genommen:

» TO:  Nach Anasthesieinduktion, vor Beginn der Studienintervention
» T1:. Nach Abschluss der Studienintervention
> T2: OP-Ende (Hautnaht)

4 Zyklen lschamie und
Reperfusion am

Oberarm des Patienten
|

f

Kardiochirurgischer
g Tﬁ\ - T1 -gﬁ\
oree [f 1 0 W ][ Sty [ e

|

o

T

4 Zyklen lschamie und
Reperfusion am Dummy-Arm

Abb. 2: Studienablauf bei RIPC- und Kontrollgruppe mit Kennzeichnung der Blut-
entnahmezeitpunkte. TO: nach Anasthesieinduktion, vor Beginn der Studienintervention,
T1: nach Abschluss der Studienintervention, T2: OP-Ende (Hautnaht). HLM: Herz-
Lungen-Maschine, ICU: Intensivstation.

Die Blutproben wurden zunachst in handelsiiblichen EDTA-R6hrchen (S-Monovette®
Sarstedt) gewonnen und im Anschluss fur finf Minuten bei 3000 g zentrifugiert. Der Uber-
stand (Plasma) wurde abpipettiert und in temperaturbestandige Polypropylen-Eppendorf-
ReaktionsgefalRe umgeflllt. Die Proben wurden hierbei je Zeitpunkt flr spatere Analysen

in zehn Aliquots zu je 100 pl Plasma aufgeteilt und bei -80 °C tiefgefroren.
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2.3 Laborleistungen

Die speziellen Laborleistungen wurden in den Forschungslaboratorien der Neonatologie
(Laborleiter: Prof. Dr. med. A. Mdiller) und der Reproduktionsmedizin (Laborleiterin: Dr.
rer. nat. J. Liebenthron) durchgefuhrt und sind in den jeweiligen Laboratorien etablierte

Verfahren.
Folgende Laborkits kamen hierbei zum Einsatz:

Bestimmung der Plasma-Melatoninkonzentration

Radioimmunoassay: Melatonin direct Serum/Plasma/Saliva RIA, IBL-International GmbH,
Hamburg

Nach Herstellerangaben waren die Intra- und Interassay-Variationskoeffizienten
3,9-6,9 % in einem Bereich von 28,8 bis 266 pg/ml und 6,2-16,0 % in einem Bereich von
3,5 bis 281 pg/ml. Die mittlere Wiederfindungsrate von MT betrug 102 %, die Sensitivitat
des Tests 0,9 pg/ml.

Bestimmung der Plasma-eSOD-Konzentration

Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA): Cu-Zn-Superoxid-Dismutase (SOD)
ELISA, IBL-International GmbH, Hamburg

Die Intra- und Interassay-Variationskoeffizienten betrugen 5,1 % bzw. 5,8 %.

Bestimmung der Plasma-eGPx-Konzentration

Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA): GPX3 (human) ELISA Kit, Adipogen AG,
Liestal, Schweiz

Laut Herstellerangaben hat der Assay eine eGPx-Sensitivitat von 100 pg/ml und detektiert

eGPx-Konzentrationen zwischen 0,5 und 32 ng/ml.


http://www.ibl-international.com/de_de/cu-zn-superoxid-dismutase-sod
http://www.ibl-international.com/de_de/cu-zn-superoxid-dismutase-sod
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Bestimmung der Plasma-8-OHdG-Konzentration

Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA): 8-OHdG Check ELISA (high sensitive),
IBL-International GmbH, Hamburg

Die Sensitivitdt des Assays betrug 0,5 ng/ml. Der Messbereich wurde mit 0,5-200 ng/ml

angegeben.

Kreatinin-Bestimmung

Kreatinin-Bestimmungen aus den zu Studienzwecken gewonnenen Serumproben wurden
entsprechend der klinischen Routinediagnostik durch das Zentrallabor des Instituts fur
Klinische Chemie und Klinische Pharmakologie (Laborleiterin: Prof. Dr. med. Dipl. Biol. B.

Stoffel-Wagner) durchgefihrt.

Messverfahren: VIS Photometrie; Reagenz: CRE2 Flex®-Reagenzkassette, Siemens
Healthcare Diagnostics GmbH; Gerat: Dimension Vista® System, Siemens Healthcare

Diagnostics GmbH.

Troponin-Bestimmung

Troponin-I-Werte wurden im Rahmen der klinischen Routinediagnostik im Zentrallabor
(s.0.) mittels homogenem Sandwich-Chemilumineszenz-Immunoassay (CLIA) bestimmt
und zu Studienzwecken dem klinischen Arbeitsplatzsystem (KAS) des Klinikums ent-

nommen.

Reagenz: CTNI Flex® reagent cartridge, Hersteller: Siemens Healthcare Diagnostics
GmbH; Gerat: Dimension Vista, Siemens Healthcare Diagnostics GmbH

2.4 Statistische Auswertung

Die deskriptiven statistischen Analysen wurden mit SPSS Statistics Version 21.0 (IBM
Corporation 2012, Armonk, NY, USA) durchgefiihrt. Die Variablen wurden mit dem
Kolmogorov-Smirnov Test auf Normalverteilung getestet. Da die eSOD-, e-GPx-,
8-OHdG- und MT-Level keiner Normalverteilung unterlagen, wurde fir den

Gruppenvergleich der zweiseitige nicht-parametrische Mann-Whitney-U-Test verwendet.
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Die nichtparametrischen Friedman- und Wilcoxon-Tests fiir gepaarte Stichproben wurden
fur die Interferenzstatistik verwendet. Korrelationskoeffizienten und schrittweise multiple
lineare Regressionsanalysen wurden fir die Analyse von Assoziationen zwischen

Interventionsgruppen sowie MT-, eSOD-, eGPx- und 8-OHdG-Spiegeln eingesetzt.
Fir alle Analysen wurden p-Werte < 0,05 als statistisch signifikant angesehen.

In dieser Substudie wurde ein kleines Patientenkollektiv von N = 32 untersucht. Da es sich
bei der vorliegenden Arbeit um eine Pilotstudie handelt, wurde auf eine vorherige Fall-

zahlkalkulation verzichtet.
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3. Ergebnisse

3.1 Allgemeine Daten

Der Zeitraum flr die Rekrutierung der Patienten unserer Substudie war April 2012 bis
September 2013 (abweichend vom Rekrutierungszeitraum der RIPHeart-Hauptstudie:
Januar 2011 bis Mai 2014). Insgesamt wurden 35 Patienten in die Substudie
eingeschlossen. Alle Teilnehmer unterzogen sich einer elektiven kardiochirurgischen
Operation unter Einsatz der HLM. Zwei Patienten zogen im Nachhinein ihre zuvor erteilte
Einwilligung zur Studienteilnahme zurlick. Ein Patient wurde nicht im geplanten
Zeitfenster operiert, zudem konnten hier aus organisatorischen Grinden keine Blutproben
entnommen werden. Fir die vorliegende Auswertung standen demnach 32
Patientendatensatze zur Verfigung. Von den 32 verbliebenen Studienpatienten wurden

15 in die RIPC-Gruppe und 17 in die Kontrollgruppe randomisiert.
3.1.1 Demografische Daten

Die Geschlechterverteilung im Gesamtpatientenkollektiv zeigte ein Uberwiegen des
mannlichen Geschlechts, hierbei traten jedoch keine signifikanten Unterschiede zwischen

den beiden Studienarmen auf.

Geschlechterverteilung

30 28
25
20
15
15 13
10
4
> 2 2
0 i bl (P—
gesamt RIPC Kontrolle

H mannlich HEweiblich

Abb. 3: Geschlechterverteilung im Studienkollektiv; im Balkendiagramm sind absolute
Zahlen angegeben.
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Auch in Bezug auf Alter, Korpergréf3e und Korpergewicht waren die Unterschiede zwi-
schen RIPC- und Kontrollgruppe nicht signifikant (Tab. 1). Bei einem Median von 67
(Interquartilsabstand IQR: 75-61) war der jungste Teilnehmer im Studienkollektiv
37 Jahre, der alteste 82 Jahre alt. Die Kriterien fur Ubergewicht erfullten 71,9 % der
Studienteilnehmer (BMI 2 25 kg/m?), als adipos galten 23,1 % (BMI = 30 kg/m?), ein Teil-
nehmer erfllte die Kriterien der Adipositas Permagna (BMI = 40 kg/m?).

Tab. 1. Demografische Daten. Es sind Mittelwerte und Standardabweichungen ange-
geben. Zwischen den beiden untersuchten Gruppen traten keine signifikanten Unter-
schiede auf.

RIPC-Gruppe (n = 15) Kontrollgruppe (n = 17) p-Wert

Geschlecht (m/w) 13/2 15/2 0,893
Alter (Jahre) 66 + 10 68 + 10 0,600
GroRRe (cm) 175+8 175+8 0,921
Gewicht (kg) 87+12 86 + 14 0,728
BMI (kg/m?) 28,7+5,4 27,7+3,2 0,539

Altersverteilung Studienteilnehmer

<50 50-55 56-60 61-65 66-70 71-75 76-80 >8

O B N W b U1 O N 00 O

Abb. 4: Altersverteilung im Studienkollektiv, angegeben sind absolute Zahlen.
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3.1.2 Vorerkrankungen

Hinsichtlich der — fur das kardiovaskulare Risikoprofil relevanten — Vorerkrankungen zeig-
ten sich im Gruppenvergleich, wie aus Tab. 2 ersichtlich, keine signifikanten Differenzen.
Aktive Raucher (N = 4) wurden nur in der RIPC-Gruppe dokumentiert, unter Einbeziehung
der Raucheranamnese (=6 Monate Nichtraucher) war der Unterschied nicht mehr
signifikant. Isoliert betrachtet betrug der p-Wert fur die Eigenschaft ,Aktives Rauchen®
0,038.

Tab. 2: Relevante Vorerkrankungen im Vergleich zwischen RIPC- und Kontrollgruppe.
Angaben in absoluten Zahlen und in Prozent der entsprechenden Randomisierungs-

gruppe.

RIPC-Gruppe (n = 15) Kontrollgruppe (n = 17) p-Wert

KHK 13 (86.7 %) 15 (88.2 %) 0,893
Klappenvitium 8 (53.3 %) 4 (23,5 %) 0,144
Herzinsuffizienz 6 (40.0 %) 7 (41.2 %) 0,946
Art. Hypertonie 13 (86.7 %) 13 (76.5 %) 0,659
Aktives Rauchen 4 (26.7 %) 0 (0 %) 0.108
Raucheranamnese 12 (80.0 %) 12 (70,6 %)

Diabetes mellitus 3 (20.0 %) 6 (35.3 %) 0,444
Hyperlipidamie 11 (73,3 %) 13 (76,5 %) 0,838
COPD 2 (13.3 %) 1 (5.9 %) 0,589

3.1.3 Operative Eingriffe

Die operativen Eingriffe, die bei den in unsere Substudie eingeschlossenen Patienten
durchgefuhrt wurden, sind in Tab. 3 und Abb. 5 aufgefiihrt. Die Unterschiede zwischen
den untersuchten Gruppen wiesen keine statistische Signifikanz auf (p > 0,05). Den grof3-
ten Anteil machten mit 59 % Uber das Gesamtkollektiv alleinige aortokoronare Bypass-
operationen (ACB) aus. Unter Einbeziehung von Kombinationseingriffen erhielten insge-

samt 81 % der Studienteilnehmer eine Bypass-Operation.
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Tab. 3: Kardiochirurgische Eingriffe bei Studienteilnehmern nach Randomisie-
rungsgruppe. ACB: aortokoronare Bypassoperation, AKE: Aortenklappenersatz,
MKR/MKE: Mitralklappenrekonstruktion/-ersatz.

Bei Studienpatienten durchgefiihrte operative Eingriffe

RIPC-Gruppe  Kontrollgruppe Gesamt

Eingriff ACB 7 12 19
AKE 2 2 4
AKE + ACB 4 2 6
MKR / MKE 1 0 1
ACB + sonstige OP 0 1 1
AKE + sonstige OP 1 0 1

Gesamt 15 17 32

Operative Eingriffe im
Rahmen der Studie
20

15
10

S W ¢ & &
el e " \ &3’ \og,
G @ &S
S @‘b s &
Q)X ‘</x H ACB H AKE
&
M AKE + ACB H MKR / MKE
HRIPC-Gruppe H Kontrollgruppe B ACB + sonstige OP i AKE + sonstige OP

Abb. 5: Kardiochirurgische Eingriffe bei Studienteilnehmern nach Randomisierungs-
gruppe und prozentual vom Gesamtkollektiv. ACB: aortokoronare Bypassoperation, AKE:
Aortenklappenersatz, MKR/MKE: Mitralklappenrekonstruktion/-ersatz.
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3.1.4 Dauer des kardiopulmonalen Bypasses, Aortenklemmzeit

In Bezug auf die relevanten intraoperativen Gré3en, wie der Dauer des kardiopulmonalen
Bypasses an der Herz-Lungen-Maschine und der Aortenklemmzeit (= Ischamiezeit)
konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden untersuchten Gruppen
festgestellt werden. In unserem Kollektiv betrugen die mittleren Aortenklemmzeiten
84 £ 29 min (RIPC) bzw. 73 + 16 min (Kontrollgruppe). Der Median lag bei 73 min (IQR:
106-63) in der RIPC-Gruppe bzw. bei 72 min (IQR: 80-62) in der Kontrollgruppe. Bei ins-
gesamt 3 Patienten wurde eine Klemmzeit von < 50 min erreicht, bei 7 Patienten betrug

die Klemmzeit = 100 min.

Die Aortenklemmzeit war ein unabhangiger Pradiktor fiur die Melatonin- (sf3: -0,440;
p = 0,013) und eSOD-Spiegel (sf3: 0,392; p = 0,029) bei Ende der OP. Bei langer Klemm-

zeit waren die Melatonin-Werte im Vergleich niedriger und die eSOD-Werte héher.

Tab. 4. Dauer des kardiopulmonalen Bypasses und Aortenklemmzeit. Angegeben sind
Mittelwerte und Standardabweichungen. Angaben in Minuten.

RIPC-Gruppe (n = 15) Kontrollgruppe (n = 17) p-Wert
Dauer des CPB ‘ 118 + 33 113 £ 23 0,655
Aortenklemmzeit ‘ 84 + 29 73+16 0,390
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3.1.5 Intensivstationsverweildauer und Beatmungsdauer

Weder bei der Verweildauer auf einer Intensivstation auf der Intensivstation (ICU) noch
bei der Beatmungsdauer der Studienpatienten gab es signifikante Unterschiede zwischen
der RIPC-und der Kontrollgruppe (p > 0,05). Definitionsgemal wurden Aufenthalte auf der
IMC-Station dem Intensivaufenthalt hinzugerechnet, nicht aber ein Aufenthalt auf der
kardiochirurgischen Uberwachungsstation. Mediane und IQR sind aus Tab. 5 ersichtlich.
Mittelwerte und SD weichen bei der ICU-Verweildauer deutlich ab (RIPC: 133,7 + 367,4;
Kontrollgruppe: 69,8 £ 66,5), da ein Extremwert mit 61 Tagen Langzeit-Intensivstations-
Verlauf enthalten ist. Bei der Beatmungsdauer wurde dieser Fall nicht ausgewertet, da im
Studienprotokoll bei > 30 Tagen ICU-Aufenthalt keine Erhebung mehr vorgesehen war.
Mittelwerte und SD betrugen hier: 13,65 + 3,2 (RIPC) bzw. 18,8 £ 10,5 (Kontrollgruppe).

Tab. 5: ICU-Verweildauer und Dauer der invasiven Beatmung. Angaben in Stunden:
Median und IQR.

RIPC-Gruppe (n = 15) Kontrollgruppe (n = 17) p-Wert

Verweildauer ICU ‘ 21,8 (69,3-21,6) 42,8 (115,6-21,8) 0,486

Beatmungsdauer 14,0 (15,8-11,7) 16,1 (22,2-12,2) 0,068
g
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Das Patientenalter war ein Pradiktor fir die Dauer des Aufenthaltes auf der Intensivstation

(sf3: 0,419; p =0,042).

Korrelation Patientenalter und ICUIIMC -Verweildauer
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Abb. 6: Das Patientenalter war Pradiktor fur die Dauer des ICU-Aufenthaltes. In dieser
Grafik wurde in der RIPC-Gruppe ein Langzeit-Intensiv-Verlauf (60 Tage ICU-Aufenthalt
aufgrund von Komplikationen) aus Darstellungsgriinden nicht bertcksichtigt.
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3.2 Perioperative Dynamik von Melatonin, eSOD, eGPx und 8-OHdG

Um circadiane Einflisse — besonders auf die Melatonin-Konzentration — zu vermeiden,

wurden nur Patienten in die Analyse einbezogen, die morgens an erster Position im OP-
Plan operiert wurden.

Um die Effekte von méglicher Hamodilution im Verlauf der Operation auf die gemessenen
Werte von Melatonin, eSOD, eGPx und 8-OHdG auszuschliel3en, wurde zu den vorgege-
benen Blutabnahmezeitpunkten ebenfalls die Kreatinin-Konzentration bestimmt. Weder in
der RIPC- noch in der Kontrollgruppe veranderten sich die Kreatinin-Spiegel signifikant
von TO nach T2 (p = 0,248 bzw. p = 0,422). Dartber hinaus zeigte auch der Median (IQR)
der Kreatinin-Spiegel zu den Zeitpunkten TO, T1 und T2 keine signifikante Differenz
zwischen beiden Gruppen (0,86 mg/dl (0,92-0,82) vs. 0,99 mg/dl (1,10-0,84), 0,86 mg/dl
(0,98-0,80) vs. 0,93 mg/dl (1,05-0,84) und 0,79 mg/dl (1,01-0,74) vs. 0,91 mg/dl (1,07-
0,78). Siehe Abb. 7.

Randomisierungsgruppe

RIPC-Gruppe Kontrollgruppe

1,50

1,254
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0,751 |
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T T T T T T
Kreatinin TO Kreatinin T1 Kreatinin T2 Kreatinin TO Kreatinin T1 Kreatinin T2

Abb. 7: Serumkreatininwerte zu den Untersuchungszeitpunkten TO bis T2. In beiden
Gruppen traten keine signifikanten Veranderungen vom praoperativen Zeitpunkt (TO) zum
postoperativen Zeitpunkt (T2) auf. Auch zwischen RIPC- und Kontrollgruppe gab es keine
signifikanten Unterschiede. Extremwerte: o 1,5-3 x IQR; * > 3 X IQR.
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3.2.1 Melatonin

Im Gruppenvergleich zeigte sich zum Zeitpunkt OP-Ende (T2) ein signifikant héheres
Melatonin-Niveau auf der RIPC-Seite (p = 0,013), nachdem zuvor sowohl bei der RIPC-
als auch bei der Kontrollgruppe ein signifikanter Konzentrationsabfall zwischen den
praoperativ (TO) und bei OP-Ende (T2) gemessenen Melatonin-Werten festgestellt wer-
den konnte (fir RIPC p = 0,001, fur Kontrollgruppe p < 0,001).

Beim Kontroll-Kollektiv zeigte sich zudem ein signifikanter Abfall der Melatonin-
konzentration im Interventions-Intervall TO auf T1 (p = 0,001), der in der RIPC-Gruppe

schwacher ausgepragt war und keine statistische Signifikanz erreichte.

Die multiple Regressionsanalyse zeigte einen unabhéngigen Einfluss der RIPC-Interven-
tion auf die Melatoninkonzentration zum OP-Ende (Standardisierter Koeffizient Beta (sR):
0,488; p = 0,007). Die Melatonin-Spiegel am OP-Ende waren nach Anwendung von RIPC
hoéher als in der Kontrollgruppe ohne Intervention.

Tab. 6: Melatoninwerte zu den Untersuchungszeitpunkten TO bis T2. Angaben: Median
und IQR; a: TOvs. T1; b: TOvs. T2

RIPC Kontrolle

(N = 15) (N =17) p-Wert
TO 9,3 (11,0-6,2) 10,1 (12,9-7,5) 0,202
T1 6,3 (9,8-4,5) 7,1 (8,1-5,9) 0,852

Melatonin (pg/ml)

T2 1,9 (2,9-0,5) 0,2 (0,9-0,0) 0,013

0,0612 0,0012
p-Wert 0,001t <0,001b




42

Melatonin TO Melatonin T1 Melatonin T2

* 393 pg/ml

207 —20

—10

Melatonin in pg/ml
L]
|

I:I_l

acdrub)oaoy @H e =
o

addnig-Jd|d-
acdruB) ooy
addnis- g
addrugonuovd &
addnia-adid-

Randomisierungsgruppe

Abb. 8: Melatoninmessungen zu den Zeitpunkten TO bis T2, jeweils Vergleich zwischen
RIPC- und Kontrollgruppe. Bei beiden Gruppen signifikanter Abfall von TO nach T2. Zum
Zeitpunkt T2 signifikant héhere Melatoninwerte bei RIPC- im Vergleich mit Kontrollgruppe.

Extremwerte: 0 1,5-3 X IQR; * > 3 x IQR.
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3.2.2 Superoxiddismutase (eSOD) und Glutathionperoxidase (eGPx)

Die eSOD-Spiegel stiegen wahrend des kardiopulmonalen Bypasses signifikant an (far
RIPC p = 0.005, fur Kontrolle p = 0,001), wahrend die eGPx-Spiegel abfielen (fir RIPC
p = 0,001, fur Kontrolle p < 0,001). Fur beide Enzyme konnten zu keinem der untersuch-
ten Zeitpunkte signifikante Differenzen zwischen den beiden Gruppen nachgewiesen

werden.

Tab. 7: eSOD und eGPx-Werte zu den Untersuchungszeitpunkten TO bis T2. Angaben:
Median und IQR; a: TOvs. T1; b: TO vs. T2.

RIPC Kontrolle Wert
(N = 15) (N =17) P
TO 47 (82-34) 48 (73-40) 0,911
T1 50 (88-40) 49 (63-41) 0,628
eSOD (ng/ml)
T2 106 (168-86) 100 (121-74) 0,520
0,2812 0.1482
BHE 0,005P 0.001P
TO 2349 (3006-1792) | 1855 (2312-1692) 0,114
T1 2209 (2848-1835) | 1980 (2170-1664) 0,142
eGPx (ng/ml)
T2 1764 (1854-1469) | 1544 (1800-1291) 0,132
0,6912 0,7952
SRR 0.001P <0,001b
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Abb. 9: eSOD-Messungen zu den Zeitpunkten TO bis T2, jeweils Vergleich zwischen
RIPC- und Kontrollgruppe. Bei beiden Gruppen signifikanter Anstieg von TO nach T2.
Zwischen den Randomisierungsgruppen waren die Differenzen zu keinem der Zeitpunkte

signifikant. Extremwerte: o 1,5-3 X IQR; * > 3 X IQR.
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Abb. 10: eGPx-Messungen zu den Zeitpunkten TO bis T2, jeweils Vergleich zwischen
RIPC- und Kontrollgruppe. Bei beiden Gruppen signifikanter Abfall von TO nach T2.
Zwischen den Randomisierungsgruppen waren die Differenzen zu keinem Zeitpunkt sig-

nifikant. Extremwerte: o 1,5-3 X IQR; * > 3 X IQR.
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3.2.3 8-Hydroxydesoxyguanosin

Die systemischen 8-OHdG-Spiegel fielen wahrend des kardiopulmonalen Bypass signifi-
kant ab. Dieser Effekt war in beiden Gruppen unabhangig nachzuweisen (fur RIPC
p = 0,001, fur Kontrolle p = 0,003).

Patienten mit einem vorbekannten Diabetes mellitus zeigten einen hdheren Grad an
oxidativem Stress (8-OHdG) bei OP-Ende im Vergleich zu nicht entsprechend vor-
erkrankten Teilnehmern (sf3: 0,425; p = 0,013).

Die postoperativen 8-OHdG-Spiegel wurden unabhangig von einer Gruppenzuordnung
weiterhin durch die préoperative Melatoninkonzentration beeinflusst. Néhere Aus-

fuhrungen hierzu siehe 3.3.

Tab. 8: 8-OHdG-Werte zu den Untersuchungszeitpunkten TO bis T2. Angaben: Median
und IQR; a: TOvs. T1; b: TOvs. T2.

RIPC Kontrolle

(N = 15) (N =17) p-Wert
TO 2,2 (2,6-1,8) 2,5 (3,2-1,9) 0,313
T1 2,0 (2,6-1,6) 2,1 (4,7-1,9) 0,428

8-OHdG (ng/ml)

T2 1,6 (2,0-1,1) 1,5 (3,3-1,5) 0,246

0,5082 0,0882
SR 0.001P 0,003
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Abb. 11: 8-OHdG-Messungen zu den Zeitpunkten TO bis T2, jeweils Vergleich zwischen
RIPC- und Kontrollgruppe. Bei beiden Gruppen signifikanter Abfall von TO nach T2.
Zwischen den Randomisierungsgruppen waren die Differenzen zu keinem Zeitpunkt sig-

nifikant. Extremwerte: o 1,5-3 x IQR; * > 3 x IQR.



48

3.3 Einfluss des praoperativen Melatoninspiegels

Die basale Melatoninkonzentration zeigte sich als unabhangiger Pradiktor fur die eGPx-
und 8-OHAG-Spiegel zum OP-Ende (sf3: -0,390; p = 0,030 bzw. si3: -0,332; p = 0,047).
Bei niedriger basaler Melatonin-Konzentration wurden zum OP-Ende niedrige eGPx-
Spiegel gemessen und umgekehrt. Entgegengesetzt verhielt es sich fur 8-OHdG. Hier
wurden bei niedriger basaler Melatonin-Konzentration am Ende der OP hohe 8-OHdG-
Spiegel gemessen, hohe basale Melatonin-Spiegel waren ein Pradiktor fir niedrigere
8-OHdG-Spiegel.

3.4 Troponinverlauf

In dieser Studie konnten keine signifikanten Korrelationen zwischen den 6 Stunden post-
operativ bestimmten Troponin I-Spiegeln und Konzentrationen von Melatonin, SOD oder
GPx zu den Zeitpunkten TO, T1 und T2 gezeigt werden (p > 0,05). Auch im Vergleich
zwischen den Randomisierungsgruppen war, wie aus Abb. 12 ersichtlich, kein signifikan-

ter Unterschied in den bestimmten Troponin [-Werten nachweisbar.



49

Randomisierungsgruppe

RIPC-Gruppe Kontrollgruppe

207

E
=)
15
= ®
L
= . .
3.1 0 o
o N
|_
571 %
1 ] 1
1
0 i —
T I T T T T
Troponin | - Troponin | - 6 Troponin | - 12h Troponin | - Troponin |- 6h Troponin | - 12h
Baseline postoperativ postoperativ Baseline postoperativ postoperativ

Abb. 12: Perioperative Troponin-Bestimmung. Baseline am praoperativen Tag, dann 6h
und 12h postoperativ gemafR Studienprotokoll der Hauptstudie. Erwartungsgeman signi-
fikanter Anstieg von Baseline nach 6h postoperativ und dann wieder Abfall bis 12h post-
operativ. Zwischen den Randomisierungsgruppen waren die Differenzen zu keinem Zeit-
punkt signifikant. Extremwerte: o 1,5-3 x IQR; * > 3 X IQR.



50

4. Diskussion

Eine durch Ischamie und nachfolgende Reperfusion hervorgerufene Myokardschadigung
ist in der Kardiochirurgie eine alltagliche und vielfach unumgéangliche Problematik. Viele
Eingriffe erfordern regelhaft die ,Abklemmung des Herzens von seiner naturlichen Blut-
versorgung“ und bedingen damit eine geplante Ischamiephase (Haller et al., 2016) mit
Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies und oxidativem Stress, die zur Auslosung
einer proinflammatorischen und proapoptotischen Signalkaskade fuhrt, welche die Organ-
funktionen und somit das klinische Outcome beeinflusst (Zakkar et al., 2015). Die Ent-
wicklung von Strategien, die darauf abzielen, die eintretende Schadigung zu begrenzen,
ist daher seit Langem von grof3em Interesse. Hier hat sich besonders das Verfahren der
Ischamischen Fern-Prakonditionierung (,Remote Ischemic Preconditioning®, RIPC) als
vielversprechender Ansatz hervorgetan. Die zugrundeliegenden Mechanismen der
mittlerweile vielfach gezeigten kardioprotektiven Wirkung von RIPC sind allerdings auch
nach intensiver Forschungsanstrengung in den letzten Jahrzehnten noch nicht vollstandig

entschlisselt worden (Haller et al., 2016; Hausenloy et al., 2016).

Es wird angenommen, dass nach kurzer Ischdmie- und darauf folgender Reperfusions-
phase eine Substanz oder ein kardioprotektiver neuro-humoraler Faktor ausgewaschen
und dann mit dem Blutstrom transportiert wird (Haller et al., 2016; Hausenloy et al., 2016;
Heusch, 2015). Hinweisend hierauf waren Studien, die eine protektive Wirkung einer Voll-
blut- oder Serumtransfusion eines prakonditionierten Organismus auf einen nicht-pra-

konditionierten nachwiesen (Dickson et al., 1999; Redington et al., 2012).

Weiterhin wurde unter ischamischer Prékonditionierung im Modell im Gegensatz zu
Kontrollgruppen ein Anstieg der Genexpression und Aktivitat von endogenen Anti-
oxidantien wie Superoxiddismutase (SOD) und Glutathionperoxidase (GPx) beobachtet,
der fur eine Kardioprotektion mitverantwortlich gemacht wird (Hoshida et al., 1993; Park
et al.,, 2016). Mayo et al. fanden heraus, dass die Zugabe von physiologischen Serum-
konzentrationen des Pinealhormons Melatonin in zwei neuronalen Zellreihen zu einem
Anstieg der mRNA sowohl von SOD als auch von GPx fiihrte (Mayo et al., 2002).
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In der vorliegenden Substudie wurden an einem kleinen Patientenkollektiv von N = 32 die
Auswirkungen von RIPC auf oxidativen Stress (8-OHdG) und die extrazellularen Kon-
zentrationen von Melatonin sowie der antioxidativen Enzyme Superoxiddismutase
(eSOD) und Glutathionperoxidase (eGPx) untersucht. In diesem Zusammenhang wurde
auch die Auswirkung der praoperativen Melatoninkonzentration auf das Niveau von oxi-

dativem Stress und Effekte auf die Konzentrationen von eSOD und eGPx betrachtet.

4.1 Dynamik von Superoxiddismutase und Glutathionperoxidase

Im Gegensatz zu den oben genannten Studien von Hoshida et al. (1993) und Park et al.
(2016), bei denen allerdings Herz- bzw. Skelettmuskelgewebe am Tiermodell untersucht
wurde, konnten wir in der vorliegenden Untersuchung keine signifikanten Unterschiede
der durchschnittlichen eSOD und eGPx-Spiegel im Plasma zwischen der RIPC- und der
Kontrollgruppe nachweisen. Hier ist das sicherlich relativ kleine Studienkollektiv zu be-
denken und diverse Streueinfliisse, denen eine Untersuchung unter klinischen Gesichts-
punkten unterliegt. Bei unserer Untersuchung fanden wir allerdings in beiden Gruppen
signifikant erhdhte postoperative eSOD-Werte im Vergleich mit den praoperativen, wah-
rend die postoperativen eGPx-Spiegel im Vergleich zu ihren préaoperativen Werten ab-
fielen. Ubereinstimmend mit dieser Feststellung wurde von Zitta et al. (2015) ein signifi-
kanter Anstieg der SOD im Herzgewebe kardiochirurgischer Patienten nach kardiopulmo-
nalem Bypass nachgewiesen. McDonald et al. (2012) zeigten anhand eines in-vitro CPB-
Kreislaufs ebenfalls einen SOD-Anstieg Uber die Zeit. Dieser Anstieg scheint vor dem
Hintergrund interessant, dass durch Haramaki et al. (1998) im ischamischen Herzen in
Abhéangigkeit von der Schwere des vorliegenden Ischamie- und Reperfusionsschadens
eine verbrauchsbedingte Abnahme von endogenen Antioxidantien nachzuweisen war.
Allerdings wurde SOD nicht untersucht. Primar betroffen waren hydrophile Antioxidantien
(hier: Ascorbat, Glutathion). Erst bei schwerer Ischamie, durch Applikation von H20:2
simuliert, fielen auch die Spiegel der lipophilen Antioxidantien ab (hier: Ubiquinol 9,
Vitamin E).

Eine mdgliche Erklarung fur den eSOD-Anstieg ist das Vorkommen von eSOD in hohen
Konzentrationen im Bereich des Endothels und der Adventitia von BlutgefalRen (Oury et

al., 1996). Man konnte spekulieren, dass in diesen Bereichen akkumuliertes eSOD als
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Reaktion auf den, im Zusammenhang mit einer Reperfusion stehenden, oxidativen Stress
freigesetzt wird. Anderseits ist auch ein Zusammenhang mit der fur die extrakorporale
Zirkulation notwendigen Heparinisierung des Patienten denkbar. Extrazellulare SOD ver-
fugt Gber eine Heparin-Bindungsdoméne mit einer je nach Unterklassen unterschiedlichen
Affinitat fur Heparin (Sandstrom et al., 1992). Karlsson und Marklund (1988; 1987) zeigten
nach intravendser Injektion von Heparin in-vivo eine unmittelbare Freisetzung des
Enzyms. Im Rahmen der genannten Studien wurden geringere Heparindosierungen appli-
ziert (200 1.E./kgKG), als fur eine Vollheparinisierung zur Ermdglichung des HLM-
Betriebes ublicherweise verabreicht werden (400-500 I.E./kgKG).

In unserer Untersuchung zeigte sich auch eine Korrelation zwischen der Aorten-
klemmdauer und dem postoperativen Anstieg von eSOD. Garcia-de-la-Asuncion et al.
(2013) beschrieben, dass Klemmzeiten oberhalb von 50 Minuten zu hdheren Spiegeln
von Markern des oxidativen Stresses fuhren. In unserem Kollektiv betrugen die mittleren
Aortenklemmzeiten 84 + 29 min (RIPC) bzw. 73 + 16 min (Kontrollgruppe). Nur bei insge-
samt 3 Patienten konnte eine Zeit von < 50 min erreicht werden, bei 7 Patienten betrug
die Klemmzeit = 100 min. Die Korrelation zwischen Aortenklemmzeit und eSOD-Spiegel
kénnte auch der Tatsache geschuldet sein, dass bei langer dauerndem kardiopulmonalen
Bypass ggf. Nachinjektionen von Heparin notwendig werden, die dann zu einer neuer-

lichen eSOD Freisetzung gefuhrt haben kdnnten.

Die im Verlauf der Operation gesunkenen GPx-Spiegel kdnnten durch zwei mdgliche
Mechanismen erklart werden. Einerseits sind fur eine normale Funktion der antioxidativen
Enzyme Spurenelemente unerlasslich, fir GPx insbesondere Selen (Bulger und Maier,
2001). Durch die Anwendung des kardiopulmonalen Bypasses wird eine Akute-Phase-
Reaktion, gefolgt von einer systemischen inflammatorischen Reaktion ausgeldst, die mit
einer Umverteilung von Vitaminen und Spurenelementen aus den zirkulierenden Kom-
partiment hin zu Geweben und Organen einhergeht (Berger und Shenkin, 2006; Visser,
2010). McDonald et al. (2012) zeigten unter Laborbedingungen eine durch einen HLM-
Kreislauf hervorgerufene signifikante Abnahme von Selen, Kupfer und Zink. Andererseits
kénnte eine Abnahme der Serumkonzentration von GPx im Laufe des Eingriffs auch durch
Verbrauch im Rahmen von antioxidativen Vorgangen und der Detoxifikation von ROS be-

griandet werden.
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4.2 Oxidativer Stress anhand von 8-Hydroxydesoxyguanosin

Oxidativer Stress, definiert durch ein entstehendes Ungleichgewicht zwischen der Ent-
stehung von freien Radikalen — vor allem reaktiven Sauerstoff- und Stickstoffspezies —
und deren Elimination (Galano et al., 2011), kann zu irreversiblen Zellschadigungen fiih-
ren. Eine tberméaRige Produktion von ROS, die nicht mehr durch entsprechende Antioxi-
dantien abgefangen werden kann, fihrt zu Lipidperoxidation, Denaturierung von Pro-
teinen und DNA-Schaden (Droge, 2002) und somit in der Folge zu gestoérter Zell-

differenzierung, Zellalterung und Apoptose (Case et al., 2008).

Andererseits werden subletale Mengen an ROS, die wahrend kurzer Ischamie- und Re-
perfusionszyklen erzeugt werden, als essentiell fir die Entstehung eines kardio-
protektiven Effekts durch ischamischen Préakonditionierung angesehen (Zuo et al., 2013).
Studien von Osada et al. (1994) und Tanaka et al. (1994) konnten zeigen, dass nach
Vorbehandlung mit SOD als Radikalfanger der kardioprotektive Effekt von IPC abge-

schwacht wurde.

Im Rahmen der vorliegenden Studie wurde eine Bestimmung von 8-Hydroxydesoxy-
guanosin (8-OHdG) als Marker fiur durch oxidativen Stress hervorgerufene DNA-Schadi-
gungen durchgefuhrt und im Hinblick auf einen Unterschied zwischen beiden Studien-
armen ausgewertet. Morihira et al. (2006) konnten anhand tierexperimenteller Daten nach
vorangegangener ischamischer Prakonditionierung am Zielorgan niedrigere Werte von
8-OHdG als in Kontrollgruppen nachweisen. Dies wurde durch eine Untersuchung von
Arvola et al. (2016) bestétigt, die die Auswirkungen von RIPC auf 8-OHdG-Spiegel an-
hand eines Experiments mit Ferkeln unter kardiopulmonalem Bypass untersuchten und

auch hier eine Abnahme des oxidativen Stresses feststellen konnten.

Im Gegensatz zu den oben genannten tierexperimentellen Untersuchungen konnten wir
dies anhand unseres kleinen Studienkollektivs und bei Durchfiihrung der Untersuchung
unter klinischen Einflussfaktoren nicht bestatigen. In unseren Daten zeigten sich die
8-OHdG Plasmaspiegel unabhangig von der Durchfihrung einer RIPC-Studien-
intervention. Jedoch konnten wir eine inverse Korrelation zwischen den préoperativen

Melatoninspiegeln und den postoperativen 8-OHdG-Spiegeln nachweisen, was auf das
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protektive Potential von Melatonin in Bezug auf DNA-Schaden unter einem kardio-
chirurgischen Eingriff an der HLM hindeutet. Weiterhin konnten wir interessanterweise
zeigen, dass die Spiegel im Verlauf des Eingriffs vom praoperativen Zeitpunkt bis zum

postoperativen Zeitpunkt in beiden Gruppen signifikant abnahmen.

4.3 Melatonin

Wie bereits ausgefiihrt, zeigten sich in unserer Untersuchung niedrige praoperative
Melatoninkonzentrationen mit hoheren postoperativen 8-OHdG-Konzentrationen korre-
liert und umgekehrt. Diese Feststellung steht im Einklang mit aktueller Literatur. Review-
Artikel zur Thematik (Galano et al., 2011; Ramis et al., 2015) stellen heraus, dass Mela-
tonin aufgrund seiner breiten antioxidativen Eigenschaften inklusive antioxidativ wirk-
samer Metaboliten, der Fahigkeit morphophysiologische Barrieren zu Uberwinden und
auch in intrazellulare Kompartimente (wie v.a. Mitochondrien) einzudringen, in der Lage
ist, u.a. vor DNA-Schéadigungen zu schiitzen. Yu et al. (2014) konnten nach Melatonin-
behandlung eine verbesserte postischamische Herzfunktion, Verringerung von Infarkt-
grofle und apoptotischem Index sowie einen verminderten Anstieg der Serum-Kreatin-
kinase und Lactat-Dehydrogenase zeigen. Aul3erdem stellten sie am Myokard erh6hte
SOD-Spiegel fest, die sie auf eine signifikante Abschwéchung von oxidativem Stress

zuruckfuhrten.

Melatoninkonzentrationen im Blut unterliegen dblicherweise einem zirkadianen
Expressionsmuster mit niedrigen Werten tagsuiber und einem nachtlichen Peak bei etwa
2:00-3:00 Uhr nachts, der allerdings Schwankungen unterliegen kann (Klein, 1979;
Laakso et al., 1994). Guo et al. (2002) untersuchten den perioperativen Melatoninverlauf
unter Kardiochirurgie mit kardiopulmonalem Bypass anhand von 12 Patienten und kamen
zu dem Ergebnis, dass es wahrend und nach einem kardiochirurgischen Eingriff zun&chst
zur Aufhebung dieses zirkadianen Musters kommt. Die Ruckkehr zum normalen tages-
zeitlichen Rhythmus sei in den meisten Fallen nach ca. 24 h eingetreten. Chenevard et
al. (2008) fanden spater heraus, dass die genannten Veranderungen nicht ausschlieflich

vom Einsatz der Herz-Lungen-Maschine abhangig sind, sondern gleichermal3en bei
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Patienten auftraten, die sich grof3en, aber nicht-kardiochirurgischen Operationen unterzo-

gen.

Untersuchungen von Sokullu et al. (2009) zeigten, dass Patienten, die sich am Morgen
einem herzchirurgischen Eingriff unterzogen, hohere pra-, intra- und postoperative
Melatoninplasmakonzentrationen und hieraus gefolgert auch niedrigere Konzentrationen
von Markern flr einen Ischamie- und Reperfusionsschaden aufwiesen, als Patienten, die

nachmittags operiert wurden.

Bei den Teilnehmern unserer Studie fand die Anéasthesieeinleitung morgens zwischen
7:30 und 8:00 Uhr statt. Die Blutproben zum Baseline-Zeitpunkt wurden unmittelbar im
Anschluss abgenommen. Erwartungsgemal waren die gemessenen Konzentrationen bei
allen Patienten relativ niedrig und nahmen im Laufe der Operation und auf die Mittagszeit
zu noch weiter ab. Interessanterweise konnten wir in der RIPC-Gruppe einen lang-

sameren Ruckgang der Melatoninkonzentration als in der Kontrollgruppe feststellen.

Ein mdglicher Grund hierfur soll im Folgenden naher ausgefuhrt werden: Denkbar ist
beispielsweise eine Abnahme der hepatischen Melatonin-Clearance infolge Zytokin-
induzierter Suppression von Cytochrom P450-Isoenzymen. Der Abbau von zirkulieren-
dem Melatonin geschieht tiberwiegend durch 6-Hydroxylierung in hepatischen Cytochrom
P450-abhangigen Monooxygenasen. Das Produkt wird dann weiter sulfatiert (70 %) oder
glucuronidiert (30 %) und als 6-Hydroxymelatonin und N-Acetyl-Serotonin mit dem Urin

ausgeschieden (Facciola et al., 2001; Young et al., 1985).

Durch inflammatorische Reize und Einwirkung von reaktiven Sauerstoff- und Stickstoff-
spezies kommt es zu einer Herabregulation von Cytochrom P450-Isoenzymen (Morgan,
2001). Dies konnte beispielsweise durch eine ischamische Prékonditionierung ausgelost
werden. Die genauen Auswirkungen von IPC/RIPC auf inflammatorische Vorgange sind
bis heute allerdings noch nicht vollstandig geklart. Guimaraes Filho et al. (2015) zeigten
anhand eines Rattenmodells, dass durch RIPC die plasmatischen Interleukin-6-Spiegel in
der frihen Phase der Reperfusion nach Ischamie anstiegen. Albrecht et al. (2013)
konnten in einer experimentellen Pilotstudie an kardiochirurgischen Patienten anhand von

Serumproben und rechtsatrialen Biopsien zeigen, dass RIPC neben einem Anstieg des
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hypoxia induced factor-1a (HIF-1a) zu einer Regulierung von Apoptose und Inflammation
im entnommenen Gewebe und zu einer Beeinflussung der zirkulierenden Zytokinspiegel
fuhrt. Die Zytokinspiegel waren im Vergleich mit einer Kontrollgruppe unmittelbar nach der
RIPC-Intervention signifikant erhoht, nicht aber nach Ende des kardiopulmonalen

Bypasses.

Da wir in der vorliegenden Arbeit weder die Expression von pro- und antiinflammatori-
schen Zytokinen noch CYP-Isoformen untersucht haben, bleibt an dieser Stelle unklar, ob
die hepatische Melatonin-Clearance in unserer RIPC-Gruppe auf eine Zytokin-induzierte
Suppression von hepatischen Cytochrom P450-Isoenzymen zurtickgefuhrt werden kann.

4.4 Troponin

In der vorliegenden Substudie konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen RIPC-
und Kontrollgruppe in Bezug auf den postoperativen Troponin-Verlauf festgestellt werden.
Diese Beobachtung stand im Einklang mit den Ergebnissen der RIPHeart-Hauptstudie
und somit der Untersuchung eines weit groéReren Gesamtpatientenkollektivs (Meybohm
et al., 2015). Hausenloy et al. (2015) kamen mit der ebenfalls grol3 angelegten ERRICA-
Studie zu einem ahnlichen Ergebnis. Eine Meta-Analyse mit Auswertung von 9 kleineren
Studien und insgesamt 704 Patienten von D’Ascenzo et al. (2012) hatte signifikant
niedrigere Troponin |- und T-Werte nach RIPC-Intervention gezeigt. Fir die Analyse
wurden hier allerdings ausschlief3lich Bypass-Operationen bericksichtigt.

4.5 Unabhangige Effekte anderer perioperativer Faktoren

In unserem Studienkollektiv zeigte sich eine Korrelation zwischen dem Patientenalter und
der Lange des erforderlichen Aufenthaltes auf einer Intensiv- bzw. IMC-Station. Diese
Beobachtung deckt sich mit denen anderer Autoren (Flegler und Paro, 2015; Ozen et al.,
2015; Rosenfeld et al., 2006).
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Zudem konnten wir zeigen, dass an Diabetes mellitus erkrankte Patienten zum Ende der
OP hohere Werte fur oxidativen Stress (8-OHdG) aufwiesen, als nicht entsprechend vor-
erkrankte Studienteilnehmer. Andere Autoren fanden bei Diabetikern chronisch erhéhte
Konzentrationen von 8-OHdG im Vergleich mit gesunden Probanden (Al-Aubaidy und
Jelinek, 2011; Araki und Nishikawa, 2010). Jensen et al. (2012) untersuchten den Einfluss
von Diabetes mellitus auf die Wirkung von RIPC. Hierzu wendeten sie Dialysat von jeweils
8 Typ lI-Diabetikern und gesunden Probanden — einmal vor und einmal nach einem RIPC-
Stimulus — an isolierten humanen atrialen Trabekeln an. Sie konnten demonstrieren, dass
Diabetes mellitus per se zu einer chronischen intrinsischen Aktivierung von kardio-
protektiven Mechanismen fuihrt und hierdurch eine zusatzliche protektive Wirkung durch
RIPC ausbleibt (Jensen et al., 2012).

4.6 Einflussfaktoren, Methodenkritik

4.6.1 Demografische Daten

Die Geschlechterverteilung in unserem kleinen Kollektiv zeigte ein deutliches Uberwiegen
des mannlichen Geschlechts (87,5 %). Dieser Umstand ist in etwas schwacherer Auspra-
gung auch in der deutlich gréRer angelegten RIPHeart-Hauptstudie (74,2 % & bei 1385
ausgewerteten Patienten) (Meybohm et al., 2015) und auch anderen grof3en kardio-
chirurgischen Studien nachweisbar, wie z.B. ERRICA-Studie (71,5% &, 1596 aus-
gewertete Patienten) (Hausenloy et al., 2015). Im Vergleich zwischen den beiden Studien-

armen zeigten sich jeweils keine signifikanten Unterschiede.

Das durchschnittliche Alter der Studienpatienten betrug in unserer Untersuchung 66 + 10
Jahre (RIPC) bzw. 68 + 10 Jahre (Kontrollgruppe) und unterschied sich somit nicht
wesentlich vom Studienkollektiv der Hauptstudie (65,8 £10.7 Jahre RIPC bzw.
66.0 + 10.0 Kontrollgruppe). Auch das von Friedrich et al. (2009) mit 68,8 Jahren ange-
gebene durchschnittliche Alter aller kardiochirurgischen Patienten 2007 in Deutschland

liegt in diesem Bereich.
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Das Patientenalter kdnnte insoweit von Relevanz sein, als Studien zeigen konnten, dass
an alterndem Myokard die kardioprotektiven Effekte von (direkter) ischamischer Pra-
konditionierung nur noch abgeschwécht nachweisbar sind (Abete et al., 1996; Fenton et
al., 2000). Dies betrifft naturgeman genau die Zielgruppe, die das hochste Risiko fur kar-
diale Erkrankungen aufweist (Calabrese, 2016). Nachdem RIPC sich in diversen experi-
mentellen Untersuchungen als schlagkraftiges Instrument zur Verminderung von Ischa-
mie- und Reperfusionsschaden erwiesen hat (Calabrese, 2016), lie3 sich bedauerlicher-
weise auch in gro3 angelegten klinischen Studien kein Vorteil im Hinblick auf klinisch ge-
wéahlte Outcomeparameter nachweisen (Hausenloy et al., 2015; Meybohm et al., 2015).
Behmenburg et al. (2016) nahmen dies zum Anlass, um den Einfluss des Alters nun auch
fur RIPC zu untersuchen, im Gegensatz zu vorangegangenen Studien mit ausschlieflich
am Zielorgan durchgefuhrter ischamischer Prakonditionierung. Die Ergebnisse zeigten
ein vollstandiges Ausbleiben der RIPC-vermittelten Kardioprotektion am gealterten
Rattenherz.

In diesem Zusammenhang erscheint auch eine Arbeit von Abete et al. (1997) interessant,
die sich mit Kardioprotektion durch das Auftreten von Angina Pectoris vor einem akuten
Myokardinfarkt befasst. Auch hier waren die Effekte an alteren Patienten weniger offen-
sichtlich. Calabrese (2016) nimmt an, dass der altersbedingte Verlust einer durch ischa-
mische Préakonditionierung bedingten kardioprotektiven Wirkung ein durch Umwelt-

einfliisse veranderbarer Prozess sein kdnnte.



59

4.6.2 Begleitmedikation

Als relevante Begleit- und/oder Dauermedikation im Hinblick auf die Studienergebnisse
sollen an dieser Stelle Benzodiazepine, Beta-Rezeptorenblocker und Propofol ndher

besprochen werden. Weitere Interaktionen kdnnen nicht ausgeschlossen werden.

4.6.2.1 Benzodiazepine

Die Standardpramedikation vor kardiochirurgischen Eingriffen in unserem Klinikum be-
steht aus einer einmaligen Dosis von 3,75-7,5 mg Midazolam oral am Morgen der Opera-
tion. Es gibt Hinweise darauf, dass die Verabreichung von Benzodiazepinen zu einer
Suppression der Melatonin-Spiegel durch Einwirkung auf den GABA-Rezeptorkomplex
fuhrt (Golombek et al., 1992; Mclintyre et al., 1993; Reber et al., 1998). Unter diesem
Gesichtspunkt ist die Beeinflussung der gemessenen Werte durch Gabe von Midazolam
als Pramedikation mdglich.

4.6.2.2 Beta-Rezeptorenblocker

Eine Untersuchung von Stoschitzky et al. (1999) zeigte, dass die nachtliche Melatonin-
Sekretion auch durch die Einnahme von 3-Blockern supprimiert werden kann. Eine spe-
zifische Inhibition von adrenergen R31-Rezeptoren in der Glandula pinealis und in der
Folge eine verringerte Melatonin-Ausschittung wurden fir die Substanzen Atenolol und
Propanolol nachgewiesen, interessanterweise nicht fir Carvedilol. Da ein grof3er Anteil
der kardiochirurgischer Patienten 3-Blocker einnehmen (genaue Zahlen wurden fir das
vorliegende Kollektiv nicht erfasst), ist auch hier eine Beeinflussung denkbar. Sakotnik et
al. (1999) stellten jedoch heraus, dass bei Patienten mit koronarer Herzerkrankung ohne-
hin bereits eine geringere Melatonin-Synthese zu verzeichnen ist und diese durch zusatz-

liche Verabreichung eines 3-Blockern nicht mehr weiter abféllt.
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4.6.2.3 Propofol

Alle Patienten der vorliegenden Untersuchung erhielten aufgrund des Reglements der
RIPHeart-Studie eine totale intraventse Anasthesie (TIVA) mit Propofol als Anasthetikum.
Im Nachgang der Hauptstudie wurde die Frage aufgeworfen, ob der ausbleibende
Studienerfolg auf die Verwendung von Propofol zuriickgefuhrt werden kann (Meybohm et
al., 2015). Eine Untersuchung von Kottenberg et al. (2014) legt nahe, dass das Medika-
ment aktiv in die kardioprotektiven Signalwege von RIPC eingreift und hierdurch
gegebenenfalls einen vorteilhaften Effekt verhindert. Andererseits kann Propofol
(2,6-diisopropylphenol) selbst auch eine Vitamin E (Alpha-Tocopherol)- ahnliche anti-
oxidative Wirkung entfalten (Murphy et al., 1992; Zakkar et al., 2015). Lim et al. (2005)
zeigten, dass allein hierdurch eine protektive Wirkung im Hinblick auf einen Ischamie- und
Reperfusionsschaden ausgetbt wird. Da die Wirkung von isch&mischer Pra-
konditionierung — zumindest teilweise — durch von der Anwesenheit von Sauerstoff-
radikalen vermittelt wird (Tanaka et al., 1994), ist auch denkbar, dass die antioxidative

Wirkung von Propofol hier entgegenwirkt.

4.7 Einfluss von Beleuchtung auf Melatoninkonzentrationen

Beleuchtung hat bekanntermalRen einen supprimierenden Einfluss auf die — vor allem
nachtliche — Melatoninsekretion (Lewy et al., 1980). Das Ausmald der Suppression ist
hierbei abhangig von der Wellenldnge und Intensitéat des ausgestrahlten Lichts (Brainard
et al., 2015; Brainard et al., 1985; Wright und Lack, 2001). Im Rahmen unserer Studie
wurden keine Lichtintensitaten gemessen, nach Anasthesieeinleitung im OP wurden je-
doch bei allen Patienten die Augen verschlossen und sorgfaltig mit Tape abgedeckt. Der
mogliche Einfluss der perioperativen Lichtexposition konnte bei der Datenauswertung

nicht beriicksichtigt werden.
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4.8 Statistische Limitationen

Da es sich bei der vorliegenden Arbeit um eine nur lokal durchgeftuihrte und mit klinik-
eigenen Mitteln finanzierte Substudie handelte, war die mdgliche Patientenanzahl be-
grenzt. Eine vorherige Fallzahlkalkulation wurde aufgrund der Eigenschatft als Pilotstudie
nicht durchgefiihrt. 32 Patienten gingen letztlich in die Auswertung ein. Aus diesem Grund
ist die Aussagekraft — gerade fir Subpopulationen — erwartungsgemal’ eingeschrankt.
Andererseits ist die Kollektivgro3e von vergleichbaren, ebenfalls unter klinischen Bedin-
gungen durchgefihrten Untersuchungen, selten grofRer gewahlt: z.B. Zitta et al. (2014):
35 Patienten, Guo et al. (2002): 12 Patienten, Garcia-de-la-Asuncion et al. (2013):
30 Patienten, Sokullu et al. (2009): 40 Patienten, Mentese et al. (2014): 23 Patienten.

4.9 Ausblick

Es gibt unterschiedliche Ansatze, die alle darauf abzielen, das operative Trauma und
negative Auswirkungen des kardiopulmonalen Bypasses zu reduzieren. Einerseits wer-
den neue HLM-Systeme mit biokompatiblen und verkleinerten Oberflachen entwickelt, die
die ausgeloste inflammatorische Reaktion, die Absorption von wichtigen Spuren-
elementen und das Niveau des oxidativen Stresses einddammen (Baehner et al., 2012;
McDonald et al., 2014). Andererseits werden zunehmend Versuche unternommen, Anti-
oxidantien und Spurenelemente als essentielle Grundlage fur die Synthese von Anti-
oxidantien zu substituieren, oder auch der Kardioplegielosung beizumischen, um den
durch einen CPB bedingten oxidativen Stress zu mindern (Turker et al., 2016; Zakkar et
al., 2015). Auch alternative Verfahren, wie ,Off-pump“-Eingriffe kommen, wenn maéglich,
vermehrt zum Einsatz (Gummert et al., 2007).

Nachdem Guo et al. (2002) bereits die Frage aufgeworfen hatten, ob die Verabreichung
Melatonin vor einem kardiochirurgischen Eingriff sinnvoll ist, wurde von Dwaich et al.
(2016) eine Studie an 45 Patienten durchgefiuihrt und die orale Gabe unterschiedlicher
Melatonin-Dosierungen gegen Placebo getestet. Die Ergebnisse deuteten darauf hin,
dass der auftretende Ischamie- und Reperfusionsschaden dosisabhangig gemindert
wurde. Genade et al. (2006) hatten anhand eines Versuchs an isolierten Rattenherzen

festgestellt, dass der Zeitpunkt einer Melatonin-Gabe von entscheidender Bedeutung ist.
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Bei Verabreichung in der Reperfusionsphase wurde eine Kardioprotektion nachgewiesen,
bei Gabe vor und wahrend eines Préakonditionierungsprotokolls wurde der positive Effekt
der IPC hingegen aufgehoben. Daraufhin applizierten Dominguez-Rodriguez et al. (2017)
im Rahmen der MARIA-Studie Patienten mit einem ST-Hebungs-Myokardinfarkt (STEMI)
im Rahmen der Koronarintervention (PCI) Melatonin intravends und intracoronar. Hier
konnte kein Unterschied bei der resultierenden Infarktgrof3e festgestellt werden. Vielmehr
wurde ein unerwinschter Effekt in Bezug auf Ventrikelvolumina und die linksventrikulére

Pumpfunktion gemessen.

Ein weiterer aktueller Ansatz ist auch die Substitution von Selen. Stoppe et al. (2011)
zeigten, dass eine niedrige Selen-Konzentration am Ende eines kardiochirurgischen Ein-
griffs ein unabhangiger Pradiktor fir die Entwicklung eines postoperativen Multiorgan-
versagens war, und dass zudem die Mehrzahl der kardiochirurgischen Patienten an einem
Selenmangel leiden. Der grof3te Teil der sogenannten Selenoproteine, zu denen auch
Glutathionperoxidase (GPx) gehdrt, weist eine ausgepragte antioxidative Charakteristik
auf. Erste vielversprechende Ergebnisse deuteten auf eine Kardioprotektion durch Selen-
Substitution hin (Benstoem et al., 2015). Anhand einer grold angelegten internationalen
multizentrischen Studie (SUSTAIN CSX™-Trial, NCT02002247), an der auch unsere
Klinik als Prifzentrum teilnimmt, soll diese Annahme aktuell néher evaluiert werden
(Stoppe et al., 2014).
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5. Zusammenfassung

Allein in Deutschland werden jahrlich ca. 100.000 Operationen am Herzen durchgefuhrt.
Hierbei steigen das durchschnittliche Patientenalter und, damit verbunden, auch die be-
stehenden Komorbiditaten stetig an. Diese Entwicklung fuhrt dazu, dass neue Konzepte
entwickelt werden missen, um die hierdurch erhdhte perioperative Komplikationsrate und
Letalitat weiter zu senken. In den letzten Jahren hat sich hier die ischdmische Fernpra-
konditionierung (RIPC) als vielversprechender Ansatz fir eine Organprotektion gezeigt,
ein Verfahren bei dem durch Herbeiftihren mehrerer kurzer Zyklen von Ischamie und Re-
perfusion — beispielsweise durch suprasystolisch aufgepumpte Blutdruckmanschette am
Arm — eine protektive Wirkung im Hinblick auf Zelluntergang durch eine folgende langere
Ischamiephase erzielt wird. Die zugrundeliegenden genauen Wirkmechanismen sind

allerdings bis heute nicht vollstandig geklart.

In der vorliegenden Untersuchung, die als lokale Substudie der nationalen Multicenter-
studie RIPHeart-Study (Meybohm et al., 2012) durchgefiuhrt wurde, sollte anhand von
kardiochirurgischen Patienten untersucht werden, ob oxidativer Stress und endogene
Antioxidantien eine Rolle in den Wirkungsmechanismen von RIPC spielen. Im Rahmen
der Untersuchung wurden die Auswirkungen von RIPC auf oxidativen Stress (hier:
8-Hydroxydesoxyguanosin, 8-OHdG als Biomarker) und die extrazellularen Konzen-
trationen von Melatonin sowie der antioxidativen Enzyme Superoxiddismutase (SOD) und
Glutathionperoxidase (GPx) untersucht. Weiterhin wurde der Einfluss der praoperativ ge-
messenen Melatoninkonzentration auf das Niveau von oxidativem Stress und die Kon-

zentrationen der antioxidativen Enzyme SOD und GPx analysiert.

Als Hauptergebnis fanden wir heraus, dass die Durchfihrung von RIPC im Vergleich mit
einer Kontrollgruppe in einer signifikant héheren postoperativen Melatoninkonzentration
resultiert. Eine Auswirkung der Intervention auf der extrazellularen Konzentration von
SOD, GPx oder 8-OHdG konnte nicht nachgewiesen werden. Im Gesamtkollektiv kam es
zu einem signifikanten Anstieg von SOD wéhrend des kardiopulmonalen Bypasses an der
Herz-Lungen-Maschine, wahrend die GPx-Spiegel abfielen. Hohere praoperative Mela-
tonin-Spiegel zeigten sich als unabhéngiger Pradiktor fir niedrigere Level von oxidativem

Stress zum Ende der Operation.
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Die Ergebnisse dieser Arbeit wurden als Online-Vorabveroffentlichung publiziert in:
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remote ischemic preconditioning on the melatonin and antioxidative status: a pilot study
in patients undergoing cardiac surgery. J. Cardiovasc. Surg. (Torino). 2017;
doi: 10.23736/S0021-9509.17.09736-1. [Epub ahead of print]
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