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1 EinfUhrung

1.1 Einleitung — Kardiochirurgie

Kardiovaskulare Erkrankungen sind in den westlichen Industrienationen sowohl
hinsichtlich  ihrer Haufigkeit als auch Sterblichkeitsrate von immenser
wissenschaftlicher Bedeutung. Dies wird durch die Tatsache, dass die chronisch
ischamische Herzkrankheit (ICD-I125), der akute Myokardinfarkt (ICD-121) und die
Herzinsuffizienz (ICD-150) die drei haufigsten Todesursachen in Deutschland
darstellen, belegt (Gesundheitsberichterstattung des Bundes 2013b). Die
Lebenszeitpravalenz kardiovaskularer Erkrankungen bei 40- bis 79-jahrigen Frauen
und Mannern in Deutschland zwischen 2008 und 2011 betrug 4,7% (RKI 2013).

Je nach Art und Schweregrad der Erkrankung und je nach Zustand des Patienten gibt
es zahlreiche Behandlungsmoglichkeiten. Dazu zahlen unter anderem auch operative
Eingriffe am Herzen.

Die Entwicklung der extrakorporalen Zirkulation, haufig auch als Herz-Lungen-
Maschine bezeichnet, durch John Gibbon (Philadelphia), John Kirklin (Mayo-Klinik)
und Walton Lillehei (Minneapolis) legte 1953 den Grundstein fur kardiochirurgische
Eingriffe, wie sie heute angewandt werden (Ziemer und Haverich 2010).

Im Jahr 2010 wurden in Deutschland 84.686 kardiochirurgische Eingriffe unter Einsatz
der Herz-Lungen-Maschine durchgeflihrt (Gesundheitsberichterstattung des Bundes
2013a). Koronar- und Klappenchirurgie wurden zu 87,6% an der Herz-Lungen-
Maschine durchgefuhrt (Gesundheitsberichterstattung des Bundes 2013a).

Die extrakorporale Zirkulation dient bei Herzoperationen dem Erhalt der Herz-
Kreislauf-Funktion und beeinflusst Hdmodynamik, Gasaustausch sowie den gesamten
Organismus. Eine Antikoagulation ist fir den nicht- physiologischen Kontakt des
Blutes mit kunstlichen Materialien unabdingbar, beeintrachtigt jedoch auch die
Funktion der Endorgane. Des Weiteren muss fur einen langeren Herzstillstand eine
kardioplegische Losung verwendet werden. Folgeschaden durch den Einsatz der
extrakorporalen Zirkulation finden sich an Hormonhaushalt, Gerinnungssystem,
Immunsystem und den Endorganfunktionen (Schmid und Philipp 2011, S. 24).
Balibrea et al. beschrieben 1975 nach Studien an Hunden die Schadigung

myokardialer Zellen bei langeren Anoxamiezeiten und fanden heraus, dass eine
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intermittierende Niedrigdruck- Perfusion im Abstand von 30 Minuten am Myokard zu
keinerlei histologischen Veranderungen fuhrt. Die histologische Betrachtung der
Myokardzellen, die einer 60-mindtigen Anoxie unterzogen wurden, zeigte hingegen
mitochondriale Veranderungen sowie ein Auseinanderweichen der Glanzstreifen.
Ebenfalls 1975 beschrieben Varga et al. die Auswirkungen der extrakorporalen
Zirkulation an 20 Patienten unter milder Hypothermie (30°C) und sahen nach 20
Minuten Anoxamiezeit morphologische Veranderungen des Myokards, die nach 43 bis
45 Minuten zu irreversiblen Schaden fuhrten.

Aus solchen und anderen Ergebnissen resultierte die Notwendigkeit zur
Myokardprotektion, um einerseits ideale Voraussetzungen fur den kardiochirurgischen
Eingriff zu schaffen und andererseits das Myokard vor zusatzlichen Schaden durch die
Operation zu schitzen. Der heutige Standard der Myokardprotektion besteht darin,
bereits vor dem Eingriff eine optimale hamodynamische Ausgangslage des Patienten
zu schaffen. Wahrend der extrakorporalen Zirkulation sollte eine ausreichende
Perfusion geschaffen und das metabolische Milieu optimiert werden. Der Schutz des
Herzens wird Uber Hypothermie und den pharmakologisch herbeigeflihrten
Herzstillstand (Kardioplegie) erreicht, wodurch der Energiebedarf gesenkt wird und
langere Ischamiezeiten toleriert werden kdnnen (Schmid und Philipp 2011, S. 30ff.).
Unter ischamischen Bedingungen ist das Myokard dank der Myokardprotektion
weitestgehend geschutzt, wahrend der Reperfusionsphase hingegen flhren
biochemische Veranderungen wie die Bildung von Sauerstoffradikalen nach der
Wiederherstellung der Durchblutung im Gewebe zu einem Reperfusionsschaden
(Bernink et al. 2013).

Ziel aktueller wissenschaftlicher Untersuchungen ist es, den Reperfusionsschaden zu
verringern und so ein besseres Outcome des Patienten zu erreichen. Zu den
untersuchten Methoden gehdren Pharmakotherapie, hyperbare Oxygenierung sowie

die ischamische Konditionierung (Bernink et al. 2013).
1.2 Ischamische Konditionierung

Eine Ischamie ist eine Blutminderversorgung des Gewebes, wobei zwischen absoluter
und relativer Ischamie unterschieden wird. Wahrend bei der absoluten Ischamie die
Zellen im betroffenen Areal absterben, kann das Gewebe bei der relativen Ischamie
noch mit Blut versorgt werden, beispielsweise Uber Kollateralgefalle. Bei einem

Myokardinfarkt liegt eine absolute Ischamie vor (Buhling et al. 2008, S. 181). Um die
2



Ausdehnung des Infarktareals zu vermindern und das Herz auf den Schaden
,vorzubereiten®, Uberpriften Murry et al. (1986), ob durch relative ischamische
Episoden vor dem Infarktgeschehen eine protektive Wirkung erreicht werden kann.
Der Anlass fur die Untersuchung war die Beobachtung, dass Patienten, die vor einem
Herzinfarkt Episoden von Angina pectoris verspirten, eine bessere Prognose
besalden.

Murry et al. (1986) untersuchten die Auswirkung von kurzen Ischamien vor dem
eigentlichen Infarktgeschehen an Hunden und fanden heraus, dass Ischamische
Vorkonditionierung durch Ballonokklusion des Ramus circumflexus (das um die linke
Herzkammer verlaufende Herzkranzgefaly) die Infarktgrole um etwa 25% reduziert.
Die Annahme, dass vorausgehende ischamische Ereignisse im Herzen
Schutzmechanismen auslésen, lie die Methode als hoffnungsvolle MaRnahme auch
zur Verminderung des Reperfusionsschadens erscheinen. Am Menschen wurde der
Myokardschutz durch Ischamische Konditionierung erstmals von Yellon et al. 1993
angewandt. Die Metaanalyse von Walsh et al. 2008 weist darauf hin, dass Ischamische
Vorkonditionierung die Haufigkeit ventrikularer Arrhythmien, den Bedarf vasoaktiver
Medikamente und die Verweildauer auf der Intensivstation signifikant verringerte.

Da eine Vorkonditionierung bei Patienten mit bereits bestehendem, akutem
Koronarsyndrom nicht mehr durchfihrbar ist, wurden Effekte der Ischamischen
Nachkonditionierung untersucht. Entsprechende Studienergebnisse variieren jedoch
stark. Zum einen konnte gezeigt werden, dass auch Ischamische Nachkonditionierung
die InfarktgroRe reduzieren kann (Lgnborg et al. 2010, Staat et al. 2005, Zhao et al.
2003, Yang et al. 2007) sowie zu einem Langzeitnutzen fuhrt (Thibault et al. 2008).
Auch eine schnellere Verbesserung der Koronardurchblutung und Wandmotilitat
konnte nachgewiesen werden (Ma et al. 2006). Andere Studien wie die von Sérensson
et al. (2010) zeigten geringere Effekte durch Ischamische Nachkonditionierung und
gaben nur Auswirkungen auf sehr grof3e Infarktgeschehen an. Neben der bislang
unklaren Wirksamkeit der Nachkonditionierung ist vor allem die Invasivitat der
Methode kritisch zu hinterfragen (Bernink et al. 2013).

Die bisher beschriebenen Ergebnisse wurden jeweils durch invasive Vorbehandlung
am Herzen erreicht. Als vielversprechende, nicht-invasive Methode zur Reduktion des
Reperfusionsschadens gilt daher die Ischamische Fernkonditionierung (,remote
ischemic preconditioning“), bei der eine Konditionierung des Herzens durch
Ischamische Vorbehandlung einer Herz-fernen Region ausgel6st wird. Przyklenk et al.
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(1993) untersuchten, ob die Ischamische Vorkonditionierung in einem
Durchblutungsareal am Herzen eine davon entfernte Herzregion vor den Folgen eines
Koronararterienverschlusses schitzen kann. Sie mutmalten, dass die Effekte Uber
Mediatoren ausgelost werden, die von einem Areal zum anderen gelangen. Eine
Studie an Mausen zeigte, dass an der Vermittlung der Wirkung einer
Fernkonditionierung sowohl neuronale als auch humorale Verbindungen beteiligt sind
(Lim et al. 2010).

Eine Fernkonditionierung ist ebenso effektiv wie die Vorkonditionierung direkt am
Zielgewebe (Gho et al. 1996, Loukogeorgakis et al. 2005). Dies deutet wiederum
darauf hin, dass bei beiden Vorgehensweisen ahnliche Mechanismen beteiligt sind.
Bei der Vermittlung ist Adenosin ebenso wie Bradykinin beteiligt (Liu et al. 1991,
Schoemaker und van Heijningen 2000). Bradykinin und Adenosin aktivieren zudem die
Proteinkinase C (Goto et al. 1995), welche flir die Signaltransduktion, die
Wachstumsregulation und Differenzierungsvermittiung von Bedeutung sind (Loffler et
al. 2007, S. 789). Bei der Fernkonditionierung spielt die myokardiale Isoform der
Proteinkinase C-Epsilon (PKCg) eine wichtige Rolle (Wolfrum et al. 2002).

Ziel aktueller Untersuchungen ist es, die Effektivitat der Fernkonditionierung fir den
klinischen Alltag zu bewerten, das optimale Zeitfenster festzustellen und die

Hintergrunde der Wirkungsweise naher zu beleuchten.

1.3 RIPHeart-Studie

Die RIPHeart-Studie (RIPHeart-Study) (ClinicalTrials.gov Identifier:

NCT01067703) untersucht Ischamische Fernkonditionierung fir herzchirurgische
Patienten (Remote Ischaemic Preconditioning for Heart Surgery). Es handelt sich um
eine interventionelle, von der Universitat Schleswig-Holstein initiierte Multicenterstudie
in Zusammenarbeit mit den Universitatskliniken Aachen (RWTH), Berlin (Charité),
Bonn, Frankfurt am Main, Géttingen, Kiel, Lubeck, Rostock und Wurzburg.

Sie entspricht einer kontrollierten, randomisierten Doppelblindstudie (Verblindung flr
Patient, Pflegepersonal, Forschungspersonal und Begutachter). Der
Erhebungszeitraum ist auf Dezember 2010 bis April 2016 eingegrenzt.

Die Interventionsgruppe (RIPC) erhalt nach Narkoseeinleitung vier Zyklen einer
finfminttigen Ischamie gefolgt von funfmindtiger Reperfusion an der oberen
Extremitat. Hierzu wird eine Blutdruckmanschette angebracht und mit 200 mmHg

aufgepumpt. Der Druck sollte mindestens 20 mmHg hdher sein als der arteriell
4



gemessene systolische Blutdruckwert des Patienten. In der Kontroligruppe
(CONTROL) wird dieselbe Prozedur an einem Dummy-Arm durchgefuhrt.

Es gilt, die Effekte der Ischamischen Fernkonditionierung (im Weiteren auch als ,RIP-
Behandlung® bezeichnet) auf perioperative ischamische Schadigungen an erwarteten

2070 Patienten herauszufinden.

Tabelle 1: Ubersicht (iber erhobene Parameter zu den Messzeitpunkten im Rahmen der RIPHeart-Studie

Parameter Messzeitpunkte

- Gesamtmortalitat - wahrend des

- Zahl nicht-tddlicher Myokardinfarkte | Krankenhausaufenthalts
- Schlaganfall (neu aufgetreten) - nach Entlassung
und/oder - 3 Monate post-operativ
- Nierenversagen - 12 Monate post-operativ
- Dauer des Aufenthalts auf der - post-operativ

Intensivstation

- Dauer des Krankenhausaufenthalts | - zum Entlassungszeitpunkt

- Vorhofflimmern (neu aufgetreten) - wahrend des
Krankenhausaufenthalts
- Delirium - 24h/ 48h/ 72h/ 96h post-operativ

Im Rahmen der RIPHeart-Studie soll mit den erhobenen Parametern untersucht
werden, ob die RIP-Behandlung gravierende Auswirkungen vermindert, die durch eine
perioperative, ischamische Schadigung im Rahmen einer Herzoperation unter
Verwendung der Herz-Lungen-Maschine auftreten kénnen. Zudem wird untersucht, ob
mit diesem Verfahren eine Risikoreduktion um ein Drittel fur schwerwiegende
Nebenwirkungen (wie Myokardinfarkt, Schlaganfall, Nierenschadigung und weitere)

erreicht werden kann (Meybohm 2013).



1.4 Myokardiale Regeneration durch Stammzellen

Stammzellen sind Zellen mit Selbsterneuerungskapazitat und der Mdglichkeit, sich in
andere Zelltypen zu differenzieren. Je nach Umfang dieser Moglichkeiten werden
unterschiedliche Arten von Stammzellen unterschieden (Korbling et al. 2003):

1. Totipotente Zellen sind solche, aus denen sich ein ganzer Organismus
entwickeln  kann, zu ihnen Zzahlen frGthe Embryonalzellen (im
Blastomerstadium).

2. Pluripotente Zellen koénnen sich nicht mehr zu ganzen Organismen
differenzieren, da sich aus ihnen keine Trophoblastzellen mehr entwickeln
konnen. Jedoch entstehen aus ihnen die Zellen der drei Keimblatter: Endoderm,

Ektoderm und Mesoderm, einschlieRlich Kardiomyozyten (Boheler et al. 2002).

Weiterhin werden embryonale und adulte Stammzellen unterschieden. Wahrend
adulte oder auch multipotente Stammzellen ein nicht mehr so umfangreiches
Differenzierungspotential aufweisen, ist deren Entnahme vom Patienten einfacher und
unter ethisch- moralischen Aspekten akzeptabler. Die Verwendung embryonaler
Stammzellen ist in Deutschland durch das Embryonenschutzgesetz verboten, da es
ethisch unvertretbar gilt (Bundesministerium der Justiz 1990; zuletzt geandert 2011).

Lange wurde das menschliche Herz als ,postmitotisches Organ“ ohne Potential zur
Regenerierung betrachtet, da sich die Zahl der Myozyten im Laufe des Lebens relativ
stabil halt, beziehungsweise nur ein langsamer Zellschwund zu verzeichnen ist
(Beltrami et al. 2003, Rumyantsev und Borisov 1987). Neben dieser starren Hypothese
gibt es zunehmend Nachweise dafiir, dass es auch myokardiale Stammzellen gibt
(Quaini et al. 2002). Die kardiale Homodostase wird durch Stammzellverbande reguliert,
aus denen sich Herzmuskelzellen ebenso wie Koronargefalie bilden kdnnen (Anversa
et al. 2006). Das Regenerationspotential dieser Zellen zu nutzen, um schadigende
Ereignisse (Myokardinfarkte oder Reperfusionsschaden) zu kompensieren, ist
Gegenstand aktueller Stammzellforschung.

2002 konnten Strauer et al. erstmals die Effektivitat der intrakoronaren Transplantation
von autologen mononukledaren Knochenmarkzellen zeigen, die moglicherweise
Regeneration und Neovaskularisation des Infarktareals bewirken kénnen.

Eine Metaanalyse von sechs durchgefiihrten klinisch-kontrollierten, randomisierten
Kohortenstudien ergab, dass die intramyokardiale Knochenmarktransplantation im

Rahmen von aortokoronaren Bypass-Operationen bei Patienten mit chronischer
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Herzerkrankung als sicheres Verfahren eingestuft werden kann, das im Vergleich zur
alleinigen aortokoronaren Bypass-Operation in definierten Patientenpopulationen eine
zusatzliche Verbesserung von Funktionsparametern (Ejektionsfraktion und
enddiastolisches Fullungsvolumen des linken Ventrikels) bewirken kann (Donndorf et
al. 2011).

Jeevanantham et al. (2012) zeigten ebenfalls im Rahmen einer Metaanalyse von 50
Studien, dass zudem nach intramyokardialer Knochenmarktransplantation die
InfarktgroéRe kleiner war gegenulber der nach glltigem Standard behandelten Patienten
und sich in der Langzeitbetrachtung eine reduzierte Mortalitat und eine geringere
Reinfarktrate in der Interventionsgruppe zeigte.

Ebenso gilt die Kombination von intramyokardialer Knochenmarktransplantation
(CD133-positive Zellen) mit Operationen zur Therapie der dilatativen Kardiomyopathie
als sicher, jedoch zeigt sich hier eine geringere Verbesserung der linksventrikularen
Funktion im Vergleich zu der Kombination mit Bypass-Operationen. Eine verbesserte
Durchblutung des Herzmuskels markierte sich hingegen ebenfalls (Nesselmann et al.
2011).

Neben der direkten Applikation von Zellen durch invasive MaRnahmen zeigt sich, dass
auch die Ischamie und die damit verbundene Zytokinausschuttung eine Mobilisierung

von Progenitorzellen aus dem Knochenmark bewirkt (Takahashi et al. 1999).

Zirkulierende Endothelzellen

Zirkulierende Endothelzellen (CECs) sind im peripheren Blut selten auftretende, nicht-
hamatopoetische Zellen, die zu den wenigen Zellpopulationen zahlen, die den
Oberflachenmarker CD146 (CD fur ,cluster of differentiation®) tragen. Bei Gesunden
finden sich weniger als 10 dieser Zellen je Milliliter Blut (Sack 2007). In Tabelle 2 sind
weitere  Oberflachenmoleklle hinsichtlich  ihres  Expressionsmusters  auf
unterschiedlichen Zelltypen dargestellt. Die Endothelzellen, die die Gefalle
auskleiden, tragen demnach die Marker CD31, CD34, CD105 sowie CD133. Fur das
Molekll CD45 besteht hingegen keine Expression.



Tabelle 2: Ubersicht verwendeter CD-Marker, deren charakteristische Expression auf Zellen sowie deren
Funktion (Ausschnitt aus Quelle: BD Biosciences 2010)
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Endothelzellen 16sen sich unter anderem bei Entzindungsreizen oder im Rahmen
kardiovaskularer Erkrankungen und zirkulieren sodann frei im Blut als CECs,
woraufhin deren Konzentration Uber das 10- bis 100-fache ansteigt. Ihr Nutzen wird
vor allem in diagnostischer Hinsicht als nicht-invasiver Marker durch ihre
Anzeigefunktion fir kardiovaskulare Ereignisse angesehen (Blann et al. 2005).
Besonders der enge zeitliche Zusammenhang zwischen Schadigung und Anstieg der
CECs wertet diese gegenuber herkdmmlichen Markern wie CK-MB oder Troponin T
auf (Schmidt et al. 2015).
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Endothelzellen
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Proteasen, Zytokine

Nekrose/ Apoptose

Abbildung 1: Schematische Darstellung zur Stimulierung zirkulierender Endothelzellen (nach Schmidt et al.
2015)

Erfolgt durch mechanische Belastung, durch den Einfluss von Proteasen oder
Zytokinen sowie durch Apoptose oder Nekrose der Endothelzellen eine Abschilferung,
so werden sie als zirkulierende Endothelzellen in die Blutbahn freigesetzt (siehe
Abbildung 1). Zirkulierende Endothelzellen sind demnach meist apoptotisch oder
nekrotisch im peripheren Blut zu finden (Goon, Patrick K'Y et al. 2006). Schmidt et al.
(2015) geben einen umfassenden Uberblick Uber Studienergebnisse der CEC-
Analyse: Eine Erhéhung dieser Zellpopulation bei stattgefundenem Myokardinfarkt liel3
sich abhangig von der Schwere der Schadigung abbilden.

Die prazise Definition dieser Zellen ist jedoch schwer, da die Detektionsmarker in
diversen Kombinationen zur Beschreibung zirkulierender, endothelialer Zellen genutzt
werden, wobei CD146 als einziger Marker Uberall akzeptiert wird (Schmidt et al. 2015).
In den Arbeiten von Mariucci et al. (2010) wurden die zirkulierenden Endothelzellen
weiterhin je nach Expression wie folgt charakterisiert:

reife CEC: CD45- CD146+ CD34+ CD133-

aktivierte CEC: CD45- CD146+ CD34+ CD106+

ruhende CEC: CD45- CD146+ CD34+ CD106-

Im Gegensatz zu zirkulierenden Endothelzellen tragen endotheliale Progenitorzellen
(EPC) den Oberflachenmarker CD133. Diese EPCs konnen laut Rafii et al. (2002)
und Mariucci et al. (2010) mittels Durchflusszytometrie mit der typischen Expression

von CD45- CD146+ CD34+ CD133+ charakterisiert werden. Die Herkunft der EPCs
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sind pluripotente Zellen aus dem Knochenmark. Dies konnte anhand von
Untersuchungen an Probanden nach Knochenmarktransplantation, bei denen
Spender und Empfanger unterschiedlichen Geschlechts waren, gezeigt werden (Lin
et al. 2000). Die zirkulierenden Endothelzellen sind hingegen losgeldste
Endothelzellen ohne direkte Herkunft aus dem Knochenmark. So kénnen EPCs im
Gegensatz zu CECs kultiviert werden (Goon, Patrick K'Y et al. 2006).

1.5 Zytokine

Zytokine sind Polypeptide mit einer Molekulgréfde von 15 bis 25 kDa, die Uber sehr
kleine Entfernungen para- oder autokrin wirken.

Ihre Wirkungen weisen eine hohe Diversitat auf: Ein auslosender Reiz fuhrt zur
raschen Synthese und Ausschittung aus unterschiedlichen Zelltypen. Uber
Zytokinrezeptoren vermitteln sie ihre Wirkung auf verschiedene Zelltypen
(Pleiotropismus). Unterschiedliche Zytokine kdnnen an Zielzellen die gleiche Wirkung
vermitteln (Redundanz) und wirken untereinander auf die Synthese anderer Zytokine.
Mit Beeinflussung der Genregulation in den Zielzellen kdnnen sie sowohl Vermehrung
als auch Zelluntergang sowie Differenzierung und Migration herbeifihren.

Eine Einteilung hinsichtlich ihrer unterschiedlichen Funktionen ist sinnvoll und wird in
Tabelle 3 verdeutlicht.

Tabelle 3: Ubersicht (iber die Zytokine (Léffler et al. 2007, S. 759, 777ff.)

Vorwiegend assoziierter | Regulation der... Vertreter
Rezeptortyp
Wachstums- | Rezeptor-Tyrosinkinasen | Differenzierung von FGF
faktoren Vorlauferzellen, VEGF

Zellproliferation

Interleukine | Rezeptoren mit Abwehrreaktionen, IL-6
assoziierten Apoptose, Blutbildung, | TNF
Tyrosinkinasen Entzindungsreaktionen | GCSF

Interferone Apoptose, INF-a

Immunabwehr,
Wachstumshemmung

Chemokine | G-Protein-gekoppelte Zellmigration CC-, CXC-,

Rezeptoren Chemokine
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Es gibt sowohl pro- als auch anti-inflammatorische Zytokine. Zu den pro-
inflammatorischen Zytokinen zahlen TNF-a, IL-6 und IL-1. Als Prototyp der anti-
inflammatorischen Zytokine wird IL-10 betrachtet.

Die Vermittlung von Entziindungsreaktionen dient zum einen als Schutzmechanismus
nach einem schadigenden Ereignis, bedingt jedoch auch teils schwerwiegende
Folgeschaden, wie beispielsweise einen durch Narbenbildung bedingten
Funktionsverlust. Am Herzen bewirken inflammatorische Zytokine linksventrikulare
und endotheliale Dysfunktion, Kardiomyopathie sowie eine Apoptose der
Kardiomyozyten (Mann 2013).

Nachdem lange Zeit von einer rein hAmodynamischen Atiologie der Herzinsuffizienz
ausgegangen wurde, beschrieben Seta et al. 1996 erstmals die Zytokin-Hypothese:
Demnach ist eine Herzinsuffizienz mit einem Anstieg bestimmter Zytokine verbunden.
Beim akuten Myokardinfarkt wird die Zytokinausschuittung als kérpereigene Antwort
auf das Ereignis betrachtet. Neben der Ischamie gelten auch freie Sauerstoffradikale,
die in der Reperfusionsphase ausgeschuttet werden, als Ausloser der
Zytokinsezernierung (Gullestad et al. 2012).

Bei Patienten mit fortgeschrittener Herzinsuffizienz fand man héhere Konzentrationen
von TNF-a als in einem nicht erkrankten Patientenkollektiv (Torre-Amione et al. 1996;
Oral et al. 1995).

Der Zusammenhang zwischen einer exorbitanten Ausschuttung pro-inflammatorischer
Zytokine und daraus folgender Organschadigung — einschliel3lich Myokardschaden —
konnte haufig gezeigt werden. Wenn es bei Traumapatienten zu einer ubermalligen
Ausschittung von TNF-a, IL-1, IL-6 und IL-8 kommt, ist die Rate unerwinschter
kardialer Ereignisse signifikant erhéht und damit einhergehend auch die Mortalitatsrate
(De’Ath et al. 2013). Obduktionen an Verstorbenen durch Multiorganversagen zeigten
deutliche Erhdhungen der pro-inflammatorischen Zytokine TNF-a, IL-1, IL-6 und IL-8
Uber den Normwerten (Emura und Usuda 2010). Dass die Dysfunktion des Herzens
geringer ist und somit die Kontraktionsfahigkeit erhéht ist, wenn das pro-
inflammatorische Zytokin IL-18 gehemmt wird (durch Caspase 1), zeigten Pomerantz
et al. (2001).

Eine Verstarkung der anti-inflammatorischen Zytokine einerseits und die Hemmung
der pro-inflammatorischen Zytokine andererseits kdnnen die Auspragung einer
Herzinsuffizienz nach einem Infarktgeschehen glnstig beeinflussen (Stumpf et al.
2009). Neben den Ansatzen, das Verhaltnis der Zytokine zugunsten der anti-
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inflammatorischen Zytokine zu verschieben, sind pro-inflammatorische Zytokine, allen
voran TNF-a und Zytokine der IL-6-Familie, in der Lage eine kardioprotektive
Signalkaskade — den sogenannten SAFE-Mechanismus — auszuldsen. SAFE steht fur
survival activating factor enhancement (Verstarkung von Faktoren, die das Uberleben
fordern) und beschreibt, dass diese pro-inflammatorischen Zytokine in den Zellen eine
intrinsische  Aktivierung  von  Uberlebensstrategien  auslést  Gber  den
Transkriptionsfaktor STAT 3 (signal transducer and activator of transcription 3). Dieser
SAFE-Mechanismus kann unter anderem durch Ischamische Konditionierung aktiviert
werden (Lecour und James 2011).

IL-8 ist ein Zytokin, das zu einer verstarkten Proliferation von Endothelzellen flhrt und
die Angiogenese mitreguliert (Li et al. 2003). Auf einen Entzindungsreiz (IL-1, TNF-a)
wird IL-8 von Phagozyten und mesenchymalen Zellen sezerniert und aktiviert dann
neutrophile Granulozyten, welche die weitere Entziindungsreaktion vermitteln. IL-8
vermittelt sowohl chemotaktische als auch inflammatorische Signale (Holmes et al.
1991). Anders als bei Erwachsenen zeigte sich bei Neugeborenen, dass Interleukin 8
von T-Lymphozyten sezerniert wird und hiertiber anti-inflammatorische Wirkungen und
die Aktivierung von neutrophilen Granulozyten vermittelt (Gibbons et al. 2014).

Der vaskulare, endotheliale Wachstumsfaktor VEGF (Vascular Endothelial Growth
Factor) reguliert die GefalRneubildung. Der Hauptfaktor VEGF-A bindet an den beiden
Rezeptoren VEGFR-1 und VEGFR-2, worlber unter anderem die Migration und
Vermehrung der Endothelzellen und die vaskulare Permeabilitat reguliert werden
(Shibuya 2012; Ferrara et al. 2003). VEGF wirkt additiv bei der Zell-
Reprogrammierung, bei der bislang experimentell im Narbenbereich nach einem
Herzinfarkt Fibroblasten zu Myokardzellen programmiert werden (Mathison et al.
2012).

VEGF und bFGF wurden bei Versuchen an Mausen nach Transplantation
mesenchymaler Stammzellen ins Herz vermehrt im Myokard nachgewiesen und
wirken vor allem parakrin bei der Reparatur der geschadigten Areale mit (Fang et al.
2011).

Von den Fibroblasten-Wachstumsfaktoren FGF (Fibroblast Growth Factors) wurden
bislang 23 Typen identifiziert. Endothelzellen sind Uber spezifische Rezeptoren
sensibel fur die Ausschuttung von FGF und werden dadurch induziert nach
Verletzungen an der Angiogenese mitzuwirken (Oladipupo et al. 2014). Dieser
Wachstumsfaktor vermag es eine bereits sehr geringe Anzahl von Endothelzellen zur

12



Klonierung zu stimulieren und wirkt somit an der Neovaskularisation mit
(Gospodarowicz et al. 1976).

FGF-2 (auch bFGF oder basic FGF) wird eine Kkardioprotektive Funktion
zugeschrieben, da er negativ inotrop wirkt (Padua et al. 1998). Intramyokardial
verabreichtes FGF-2 flhrt zu einer geringeren  Auspragung des
Reperfusionsschadens, vermittelt Uber den Rezeptor FGFR1 (Jiang et al. 2002).
FGF-2 hat zudem positive Effekte auf die Mobilisierung von hamatopoetischen
Stammzellen und Progenitorzellen (ltkin et al. 2012).

Die Mobilisierung von Stammzellen aus dem Knochenmark fir die Regeneration von
Myokardschaden wird unter anderem auch durch G-CSF (Granulocyte- Colony
Stimulating Factor, Granulozyten-Kolonie stimulierender Faktor) verstarkt (Moazzami
et al. 2013). So kommt es zu verminderter Apoptose und verbesserter
Neovaskularisation des geschadigten Areals (Zhao et al. 2013).

Nach einem Myokardinfarkt werden IL-8, IL-10, VEGF und G-CSF ausgeschuttet, die
mit am Heilungsprozess beteiligt sind (Vandervelde et al. 2005). VEGF und IL-8 sind
zudem an der Kardiogenese und Neoangiogenese beteiligt. Zytokine spielen somit
eine sehr bedeutende Rolle in der Stammzellmobilisierung und Regeneration von

geschadigtem Myokard (Vandervelde et al. 2005).
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1.6 Zielsetzung der Arbeit

Die thematische Hinfihrung zeigt, dass Untersuchungen zu Verwendung und
Wirkungsweise der Stammzelltherapie einen aktuellen und erfolgversprechenden
Forschungsschwerpunkt bei kardiovaskularen Erkrankungen sowie zur Minderung des
Reperfusionsschadens darstellen. Neben dem direkten Einbringen von Stammzellen
ins Gewebe gilt es die Wirksamkeit von Verfahren zur Stammzellmobilisierung zu
untersuchen, da dies weniger invasiv ist. Die Ischamische Fernkonditionierung gilt
dabei in aktuellen Untersuchungen als eine nicht-invasive Malinahme zur
Verbesserung des klinischen Outcome von Patienten, die einer therapieassoziierten
Organischamie unterzogen werden. Die Multicenterstudie ,RIPHeart” untersucht den
Einfluss der Ischamischen Fernkonditionierung als klinisch- kontrollierte, randomisierte
Doppelblindstudie und sammelt hierzu die Verlaufe von Patienten nach
kardiochirurgischem Eingriff an der Herz-Lungen-Maschine anhand klinischer und
laborparametrischer Daten.

Im Rahmen dieser Arbeit sollen Ergebnisse zum Einfluss der Ischamischen
Fernkonditionierung auf zirkulierende endotheliale Stamm-/Progenitorzellen,
zirkulierende Endothelzellen und die Ausschittung von Zytokinen mit direkter oder
indirekter Wirkung auf (Stamm-) Zellrekrutierung sowie Angiogenese im peripheren
Blut zusammengetragen werden. Die peripheren Blutentnahmen erfolgen praoperativ
sowie 6 und 48 Stunden nach Ende der Operation und zum Zeitpunkt der Entlassung
des Patienten aus dem Krankenhaus.

Die hierzu in der Durchflusszytometrie detektierten, zellularen Oberflachenmarker sind
CD31, CD34, CD45, CD105, CD133 und CD146. Zirkulierende Endothelzellen
gehoren zu den wenigen CD146 exprimierenden Zellen. Endotheliale Progenitorzellen
tragen das CD-Molekul 133.

Die Konzentrationen der Zytokine bFGF, VEGF, G-CSF, TNF, IL-1p3, IL-6, IL-8 und IL-
10 werden ebenfalls hinsichtlich zeitlicher Entwicklung und Ausmal® der

Einflussnahme der Behandlung untersucht.
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2 Material und Methoden

2.1 Studienpopulation

Im Rahmen der Multicenter-Studie ,Remote Ischaemic Preconditioning for Heart
Surgery“ (RIPHeart-Study; ClinicalTrials.gov Identifier: NCT01067703) wurde ein
Rostocker Patientenkollektiv durch Facharzte fur Anasthesie und Intensivmedizin des
Universitatsklinikums Rostock rekrutiert. Es wurden Patienten in die Studie
eingeschlossen, die alter als 18 Jahre alt waren und die nach Aufklarung durch einen
Arzt oder eine Arztin schriftlich einwilligten, sich einem elektiven herzchirurgischen
Eingriff an der Herz-Lungen-Maschine zu unterziehen. Nach dem Vorbild des
.informed consent“ (wortlich: Einverstandniserklarung) der ,Declaration of Helsinki“
(World Medical Association 2013) wurden einwilligungsfahige Patienten zunachst
hinreichend Uber die Teilnahme an der Studie informiert und danach deren
Einverstandnis eingeholt. Bei den kardiochirurgischen Eingriffen handelte es sich um
aortokoronare Bypass-Operationen, Aortenklappenersatz, Mitralklappenersatz,

Mitralklappenrekonstruktion, Aorta ascendens-Ersatz oder Kombinationseingriffe.

Die Ausschlusskriterien wurden in vier Kategorien eingeteilt (vgl.Tabelle 4). Das
Zutreffen eines dieser Kriterien fihrte automatisch zum Ausschluss des Patienten aus
der Studie.

Tabelle 4: Ausschlusskriterien der RIPHeart-Studie

e schwere linksventrikulare Funktionsstdorung (Ejektionsfraktion <

Ausschluss- 30% in Koronarangiografie und/ oder Echokardiografie)

kriterien e chronisches Vorhofflimmern

beztiglich der | e intermittierendes Vorhofflimmern in den letzten sechs Monaten

kardialen praoperativ

Anamnese e Einnahme  folgender = Medikamente:  Digitalis-Praparate,
Amiodaron und/oder Antiarrhythmika der Klasse |

e implantierter Herzschrittmacher oder Defibrillator

e Mpyokardinfarkt in den letzten sieben Tagen praoperativ

e instabile Angina pectoris innerhalb der letzten 24 Stunden

praoperativ mit Troponin-T-Anstieg
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Ausschluss-
kriterien
beziiglich des
Eingriffs

off-pump-Verfahren

minimal-invasive Eingriffe Uber laterale Thorakotomie

Aorta descendens-Ersatz

gleichzeitige Carotis-Thrombendarteriektomie

selektive antegrade Hirnperfusion wahrend des Herz-Lungen-
Maschinen- Stillstands

Voroperationen an Herz/ Aorta

Ausschluss-
kriterien
beziiglich
weiterer
Begleit-

erkrankungen

schwere Niereninsuffizienz (Kreatinin im Serum >2,0 mg/dl)
schwere Leberinsuffizienz (spontan International Normalized Ratio >1,8
und/oder Bilirubin im Serum > 8,8 mg/dl und/ oder nach fachéarztlicher Einschatzung)

schwere Lungenerkrankung (partielle Sauerstoffsattigung < 85% bei Raumluft

und/ oder forciertes exspiratorisches Volumen (FeV1) < 50% und/oder nach

facharztlicher Einschatzung)

schwerer Alkoholabusus
Schlaganfall (< 2 Monate)
einen Wert grofRer als zwei auf der NIH-Stroke-Scale

schwere neurologische Erkrankungen (Morbus Parkinson, Multiple

Sklerose, Morbus Alzheimer, praoperatives Delir oder weitere durch facharztliche

Einschatzung)

akute Infektionen unter Antibiotikatherapie (< 7 Tage)
Einnahme von Sulfonylharnstoffen und Nicorandil (< 24 Stunden)
periphere arterielle Verschlusskrankheit im Stadium IV

Heparin-induzierte Thrombozytopenie

Weitere
Ausschluss-

kriterien

Teilnahme an anderen klinischen Prifungen (< 30 Tage)
infauste Prognose aufgrund einer anderen Erkrankung
weitergehende Beziehungen zum Prifer

Frauen wahrend Schwangerschaft und Stillzeit

Sprach- und Verstandigungsprobleme wahrend der Aufklarung

mangelnde Kooperationsbereitschaft
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2.2 Zeitlicher Ablauf der Probenentnahme

Die Entnahme der peripheren Blutproben geschah zu vier Zeitpunkten durch
medizinisches Fachpersonal der Universitatsmedizin Rostock. Die Zeitpunkte wurden

mit TO bis T3 bezeichnet und zu den in Tabelle 5 dargestellten Zeiten entnommen.

Tabelle 5: Zeitpunkte der Probenentnahme

Bezeichnung Zeitwertbeschreibung
TO e Praoperativer Referenzwert
T1 e 6 Stunden nach Operationsende
T2 e 48 Stunden nach Operationsende
T3 e Entlassungswert: 7-10 Tage postoperativ

Neben der direkt angeschlossenen Bearbeitung der Proben zur Isolierung peripherer
mononuklearer Zellen als Vorbereitung fir die Durchflusszytometrie wurden
Teilproben eingelagert, die zu einem spateren Zeitpunkt flr die Zytokinanalyse
verwendet wurden. Hierzu wurden jeweils etwa 2 ml EDTA- und Lithium-Heparin-Blut
sowie Serum in kleine Réhrchen (Eppendorf AG, Deutschland) gefllt und bei -80°C

aufbewahrt.

2.3 Labortechnische Methoden

2.3.1 Isolierung peripherer mononuklearer Zellen aus menschlichem Blut

Um mononukledre Zellen zu isolieren, wird das Auftrennen durch Zentrifugation mit
Hilfe des Dichtegradientenmediums Leucocyte Separation Medium (LSM) (PAA
Laboratories GmbH, Deutschland) in Leucosep™-Tubes (Greiner Bio-One,
Deutschland) angewandt, da dieses Verfahren das Trennen der Lymphozyten und
mononuklearen Zellen von Erythrozyten und Granulozyten ermdglicht (greiner bio-
one). Fir die Isolierung der peripheren mononuklearen Zellen aus dem peripheren Blut
wurden zunachst zwei 50-ml-Leucosep ™-Tubes bis zur 32,5 ml-Markierung mit LSM
(PAA  Laboratories = GmbH, Deutschland) befullt und  anschliefend
herunterzentrifugiert, sodass nach Abnahme des Uberstands das Réhrchen im
unteren Teil mit LSM geftllt war und nach oben mit dem Filter abgeschlossen wurde.
Darauf wurde das Blut gegeben, welches zuvor in ein 50-ml-Gefal} Uberfuhrt,
volumetrisch erfasst und nach zwei Waschschritten mit 2 mM-EDTA-Puffer bis zur 50-

ml-Markierung mit eben diesem 2 mM-EDTA-Puffer aufgeflllt wurde. Daraufhin
17



wurden langsam je 25 ml des EDTA-gepufferten Bluts in zwei Leucosep™-Réhrchen
Uberfuhrt, welche dann bei 400 G fur 40 Minuten in der Multifuge 1S-R (Heraeus,
Deutschland) zentrifugiert wurden.

Die Zentrifuge wurde auf langsame Beschleunigung (Stufe 3) und ungebremste
Entschleunigung (Stufe 1) eingestellt. Danach befanden sich Erythrozyten und
Granulozyten unterhalb des Filters getrennt von der Schicht daruber liegender
mononuklearer Zellen und Lymphozyten mit einem Serumuberstand.

Der Uberstand wurde entnommen und verworfen. Die Zelllage wurde anschlieRend
vorsichtig in ein frisches 50-ml-Gefald mit 35 ml 2 mM-EDTA-Puffer Uberflhrt. Dieses
Gefal wurde wiederum bei 300 G fur 10 Minuten zentrifugiert.

Das so entstandene Pellet wurde nach Abnahme des Uberstandes in 0,5 ml steriles
PBS (PAN Biotech GmbH, Deutschland) suspendiert.

Abschlieend wurde mit Methylenblau/Essigsaure eine Auflésung der
Plasmamembran und das Anfarben der Zellkerne erreicht, sodass die kernhaltigen
Zellen in einer Neubauer-Zahlkammer numerisch erfasst werden konnten, um die

Volumina fir die weiteren Versuche errechnen zu konnen.

2.3.2 FACS-Analyse/ Durchflusszytometrie

Durchflusszytometrie ist ein sensitives Verfahren um simultane
Oberflachenmolekulexpression zu zeigen. Dies wurde hier genutzt um zirkulierende
Endothelzellen anhand ihrer Koexpression von Markern qualitativ und quantitativ zu
erfassen. Hierzu wurden die Oberflachenmolekile mit an Antikdrpern gebundenen
Fluorochromen markiert und anschlie®end am Durchflusszytometer detektiert.

FUr die Analyse der zirkulierenden Endothelzellen wurden folgende Antikorper benutzt
(vgl. Tabelle 6):
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Tabelle 6: Verwendete Antikérper flir Durchflusszytometrie

Antikérper Fluoreszenzfarbstoff | Hersteller Katalognummer
CD105 Alexab47 (APC) Serotec MCA15557A647
CD34 PE-Cy7 Miltenyi Biotec 130-081-002
CD133 PE Miltenyi Biotec 130-090-085
CD146 Biotin Miltenyi Biotec 130-092-852
Streptavidin PerCP-Cy5.5 BD Biosciences 551419

CD31 FITC BD Biosciences 555445

CD45 AM Cyan (V500) BD Biosciences 560777

NearlR Live Dead Stain | APC-Cy7 Life Technologies | L10119

Wahrend der Fluoreszenzmarkierung wurde auf Eis gearbeitet und stets gekuihltes
PBS (Phosphat gepufferte Salzlésung) benutzt. Da zunachst CD146-Biotin an
Streptavidin-PerCy5.5 gebunden und dafir 30 Minuten inkubiert werden musste,
wurde diese Verbindung entsprechend vorbereitet.

In 1,5 mI-Eppendorf®-Réhrchen wurden je 0,5x10° Zellen fiir die Einzelfarbungen und
je 1x108 Zellen fur die Mehrfachfarbungen pipettiert. AnschlieRend wurde die
errechnete Menge MACS-Puffer (Miltenyi Biotech, Deutschland) und schliefdlich je
10 yl FcR-Blocker-Reagenz (Miltenyi Biotech, Deutschland) hinzugefugt. Die an
Fluoreszenzfarbstoffe gebundenen Antikérper wurden an die Rander der Réhrchen
pipettiert, um moglichst zu gleicher Zeit mittels schneller Bewegung Zellen und
Antikorper zueinander zu bringen. Nach kurzer Zentrifugation folgte ein
Inkubationsschritt fr 30 Minuten bei 4°C.

Anschlieltend wurde je 1 ml PBS hinzugegeben und bei 300 G und 4°C fiur 10 Minuten
zentrifugiert (Biofuge primo R, Heraeus).

Der entstandene Uberstand (iber dem Pellet wurde entnommen und verworfen. Das
Pellet wurde in 150 ul PBS resuspendiert.

Zur Fixierung der Proben wurden 100 yl Paraformaldehyd/PBS (4%) und 15 pl

1% iger Natriumazidldsung hinzugegeben und die Proben bei 4°C aufbewahrt.

Die durchflusszytometrische Messung am BD LSR Il (BD Biosciences, IC-Nr. 37418,

Seriennummer H47600128) erfolgte innerhalb von sieben Tagen.

Mit Hilfe der BD FACSDiva™software (BD Biosciences, Deutschland) wurden neben

PC-assistierter Kompensation fur jede mehrfachgefarbte Probe manuell die Gates,
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also diejenigen Bereiche, die die zu untersuchenden Zellpopulationen definieren,
entsprechend zuvor gemessener Einzelfarbungen gesetzt. Zudem wurde die FMO-
Methode (,fluorescence minus one®) genutzt, bei der alle gemessenen Reagenzien

abzuglich einer einzelnen untersucht werden (Roederer 2001).
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Abbildung 2: Gating-Strategie fiir CEC-Zellen
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Abbildung 2 veranschaulich wie zunachst anhand von GroRRe und Granularitat Debris
(Zelltrimmer) ausgeschlossen wurde (A). Danach wurden vitale Zellen ausgewahlt
(B). Mittels Boolean-Gating-Strategie wurden Leukozyten ausgeschlossen (C) und
auf Basis der CD45-negativen Zellen wurde die Expression von Endothelmarkern
analysiert (CD133 (D), CD146 (E), CD31 (F), und CD34 (H). Die Mehrfachexpression
dieser Marker wurde dabei durch logische Kombination einzelner Gates abgebildet.
Lebende CD45-negative Zellen, die alle untersuchten Endothelmarker exprimieren
(CD45- CD34+ CD146+ CD31+ CD105+) wurden als ,CEC* bezeichnet.
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Abbildung 3: Gating-Strategie flir zirkulierende Endothelzellen und zirkulierende endotheliale
Progenitorzellen nach Mariucci et al. (2010)

Abbildung 3 zeigt, dass flir die Beurteilung der zirkulierenden Endothelzellen und
zirkulierenden endothelialen Progenitorzellen nach Mariucci et al. (2010) wurde
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zunachst anhand von Grof3e und Granularitat Debris ausgeschlossen (A) und dann
vitale Zellen ausgewahlt (B). In einer Boolean-Gating-Strategie wurden Leukozyten
ausgeschlossen (C), daraufhin aus den CD45-negativen Zellen die CD34-positiven
Zellen ausgewahlt (D) und anhand ihrer Expression von CD133 und CD146 in
Quadranten eingeteilt(E). Lebende CD45- CD34+ CD133+ CD146+ Zellen kdnnen
dabei als nach Mariucci et al. (2010) als endotheliale Progenitorzellen und lebende
CD45- CD146+ CD34+ CD133- Zellen als reife zirkulierende Endothelzellen

bezeichnet werden.

2.3.3 Zytokinanalyse

Die Durchfihrung der Analyse erfolgte entsprechend der Anleitungen der Firma BD
Biosciences (Deutschland), womit eine quantitative Erfassung der Zytokine aus
Plasma mittels Durchflusszytometrie moglich ist.

Zur Untersuchung der humanen Zytokine IL-1p3, IL-6, IL-8, IL-10 und TNF wurde das
,BD Cytometric Bead Array (CBA) Human Inflammatory Cytokines Kit” (BD
Biosciences, Deutschland) verwendet.

Das “BD Cytometric Bead Array (CBA) Human Soluble Protein Master Buffer Kit” (BD
Biosciences, Deutschland) wurde mit den entsprechenden ,BD CBA Flex Set Assays*
(BD Biosciences, Deutschland) fur die Erfassung von enthaltenem bFGF, G-CSF und
VEGF genutzt.

Die verwendeten ,Capture Beads* entsprechen kugelférmigen Molekillen, an deren
Oberflache fir je ein Analyt spezifische Antikdrper sitzen, um die zumeist geringe Zahl
der zu untersuchenden Analyte mdglichst gut ,abfangen® zu kénnen. Die Grof3e und
Fluoreszenz der Capture Beads, sowie deren Spezifitat zu den Zytokinen sind
bekannt. Dadurch koénnen die Zytokine spater in der Durchflusszytometrie
unterschieden werden. Das Verfahren der Cytometric Bead Arrays (CBA) basiert
darauf, dass die zu analysierenden Zytokine einerseits an Capture Beads Uber
spezifische Antikorper und andererseits an Detektorantikorper (an Phycoerythrin (PE)
als Detektionsreagenz gebundene Antikdrper) gebunden werden. Die so
entstandenen ,Sandwiches“ werden in der Durchflusszytometrie detektiert und je nach
Intensitat der PE-Fluoreszenz koénnen Rulckschlisse auf die vorliegenden

Konzentrationen gezogen werden (vgl. Abbildung 4).
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Abbildung 4: Prinzip der “CBA” (nach BD Biosciences- Assay Principle 2013)

Neben dem Ansetzen und Messen der Serumproben werden in gesonderten Gefallen
ebenfalls die Capture Beads und Detektionsantikorper an mitgelieferte rekombinante
Standards in einer Verdinnungsreihe gebunden und gemessen. So entsteht fur jedes
Analyt eine entsprechende Standardkurve.

Die Serumproben wurden fir die Zytokinanalyse auf Raumtemperatur gebracht und
dann entsprechend des Versuchsaufbaus weiterbearbeitet.
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Als Vorbereitung wurden zunachst die Standards angesetzt, die Capture Beads
gemischt sowie die Serumproben entsprechend der Anweisung 1:4 mit
Probenverdinnungsmittel (,Assay diluent) verdunnt.

Das Vorbereiten der Standards erfolgte zunachst in 15-ml-Polypropylen-Gefalen.
Vom ,Topstandard“ wurde eine Verdinnungsreihe mit Assay diluent bis hin zu einer
Konzentration von 1: 256 angefertigt.

Die Capture Beads wurden entsprechend der Anweisung gemischt, zentrifugiert
(Biofuge primo R, Heraeus, Deutschland) und nach Entnahme und Verwerfen des
Uberstandes in Serum Enhancement Buffer resuspendiert.

Die verdinnten Serumproben und die Verdunnungsreihe der Standards wurden in
dafur vorgesehene und beschriftete 1,5 ml-Eppendorf-Réhrchen gegeben. Die
Capture Beads wurden in jedes der Rohrchen verteilt. Daraufhin schlossen sich je
nach Kit unterschiedlich lange Inkubationszeiten und Waschschritte an, aufl’erdem
wurde das PE-Detektionsreagenz hinzugegeben. Die Vorgehensweise in beiden Tests

soll die Abbildung 5 verdeutlichen.
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"CBA Human Inflammatory Cytokines Set" "CBA Flex Set"

50 yl Gemisch aus Capture Beads zu je 50 ul verdinnter Serumprobe oder 50 pl der
jeweiligen Standardverdiinnung hinzugeben

vor Licht geschutzte Inkubation

fur 1,5 Stunden fur 3 Stunden

1 ml Waschpuffer zu jedem R&hrchen
geben,

Zentrifugation bei 200 G fir 5 Minuten,
Uberstand verwerfen

je 50 pl PE-Detektionreagenz hinzugeben

1,5 Stunden Inkubation 1 Stunde Inkubation

Zentrifugation bei 200 G fur 5 Minuten,
Uberstand verwerfen,
anschlielbend Pellet in 300 ul Waschpuffer resuspendieren

Abbildung 5: Ablauf der CBA

Die Analyse wurde am Durchflusszytometer BD LSR Il (BD Biosciences, IC-Nr. 37418,
Seriennummer H47600128) durchgeflhrt.

Die Auswertung der Daten erfolgte mittels BD FACSDiva™software (BD Biosciences,
Deutschland) und anschlieend FCAP Array™software 3.0 (BD Biosciences,
Deutschland).

2.4 Statistische Auswertung

Zur statistischen Datenauswertung wurde das Statistikprogramms IBM Statistics
SPSS Version 20 genutzt.
Zunachst wurde die deskriptive Statistik der Haufigkeiten durchgefuhrt.
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Die Daten wurden hinsichtlich ihrer Normalverteilung nach Kolmogorov-Smirnov-
Lillifors und Shapiro-Wilk fur Stichproben mit n<50 untersucht.
Fir die schlielende Statistik wurde zunachst der U-Test nach Mann und Whitney
angewandt. Dieser dient als parameterfreies Verfahren flr zwei unabhangige
Stichproben dazu Behandlungs- und Kontrollgruppe zu einzelnen Zeitpunkten zu
vergleichen.
Die Analyse beider Gruppen Uber den zeitlichen Verlauf hinweg wurde mittels
Varianzanalyse mit Messwiederholung (repANOVA= ANalysis Of VAriance with
repeated measurement) berechnet. Diese Art von Mittelwertvergleich erlaubt zum
einen Aussagen darUber, ob sich zwischen beiden Gruppen ein signifikanter
Unterschied Uber die Zeit hinweg zeigt (Innersubjekteffekt Zeit*FallKontroll) und zum
anderen, ob sich die beiden Gruppen zeitunabhangig voneinander unterscheiden
(Zwischensubjekteffekt).
Um eine Signifikanz im zeitlichen Verlauf unabhangig von der Gruppenzugehdrigkeit
zu betrachten, wurde der Innersubjekteffekt Zeit mittels repANOVA verwendet.
Die Innersubjektkontraste erlaubten einen Vergleich zwischen zwei definierten
Zeitpunkten sowohl gruppenab- als auch gruppenunabhangig. Die Ausgabe der
Grafiken mit dem Verlauf der Mittelwerte der beiden Gruppen zusammen mit den
errechneten Effekten und Kontrasten ermdglichte eine gute Abbildung der zeitlichen
Entwicklung der einzelnen zu analysierenden  Zellpopulationen  oder
Zytokinkonzentrationen.
Bestand zum Referenzzeitpunkt TO bereits ein signifikanter Unterschied zwischen den
Gruppen war es notig auf diesen Zeitpunkt beziehende Anderungen zu berechnen.
Es erfolgte die Berechnung absoluter Anderung, nach folgender Gleichung:

absolute Anderung Tx zu TO=Tx-T0
Die Berechnung relativer Anderung nach folgender Gleichung bietet eine bessere

Vergleichbarkeit:

o Tx-TO
relative Anderung Tx zu TO (%)= 0 x100

Kamen Messwerte mit Null vor, so musste die absolute Anderung miteinbezogen
werden, da Division durch Null nicht definiert ist, anderenfalls erfolgte die Berechnung

relativer Anderung.
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3 Resultate

3.1 Zytokinanalyse

3.1.1 Deskriptive Statistik

3.1.1.1 Altersverteilung

FUr die Zytokinanalyse umfasste die Untersuchungsstichprobe 46 Patienten. Der
jungste Proband war zum Zeitpunkt der Operation 26 Jahre alt, der alteste Patient 82
Jahre alt. Daraus resultiert eine Spannweite von 56 Jahren, bei einem Mittelwert von
64,74 Jahren mit einer Standardabweichung von 10,9 Jahren.

Nach Einteilung der Patienten in 6 Altersgruppen ergibt sich die in Abbildung 6

gezeigte Altersstruktur des Patientenkollektivs.
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Abbildung 6: Gruppierte Altersverteilung der Zytokinanalyse

Das Durchschnittsalter weiblicher Patienten betrug 68,2 Jahre, das der mannlichen
Patienten 64,2 Jahre.
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3.1.1.2 Geschlechterverteilung

Die Stichprobe setzte sich aus 35 Mannern (76,1%) und 11 Frauen (23,9%)

zusammen, wie Abbildung 7 zeigt.

mannlich = weiblich

Abbildung 7: Geschlechterverteilung

3.1.1.3 Art der Operation

Im Rahmen der Studie wurden verschiedene operative Eingriffe durchgefuhrt:

Aortokoronare Bypass-Operationen
Aortenklappenersatz und -rekonstruktion
Mitralklappenersatz und -rekonstruktion
Doppelklappenersatz
Aorta-ascendens-Ersatz

OP nach DAVID

Tumorexstirpationen

Myektomie nach MORROW

Bio-Bentall

Diese konnen in drei Kategorien unterteilt werden:

1. Reine Bypass-Operationen (ACB)

2. Kombinationseingriffe mit Bypass-Operation (ACB)

und

3. Kardiochirurgische Eingriffe ohne Bypass-Operation (ACB)

4.

Mit insgesamt 50% nahmen reine ACB-Operationen den gro3ten Teil an Operationen

ein. Kardiochirurgische Operationen, die mit Bypass-Eingriff kombiniert waren,

machten 21,7% und solche ohne Bypass-Anteil 28,3% aus.
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Abbildung 8 verdeutlicht die Zusammensetzung der Arten von Operationen in der

Kontroll- und Interventionsgruppe.

reiner AC 26,1% B

Kombinationseingriff mit ACB 15,2% -

kardiochirurgischer Eingriff ohne ACB 13,0% _

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60%

Kontrollgruppe M Interventionsgruppe

Abbildung 8: Verteilung der Operationsarten in Interventions- und Kontrollgruppe

3.1.1.4 Préoperative Ejektionsfraktion

Vor der Operation wurde bei 39 von 46 Patienten die Ejektionsfraktion mittels
Echokardiografie numerisch bestimmt und archiviert. Gemessen wurden ein minimaler
Wert von 35% und ein maximaler Wert von 82% flr die Auswurffraktion. Der Mittelwert
der Ejektionsfraktion betrug 59,11%. Da von drei weiteren Patienten die Bezeichnung
zhormwertig“ fur die Ejektionsfraktion notiert wurde (ohne numerische Angabe) und
diese kategorial mit eingeordnet werden konnte, ergab sich nach Aufteilung der
Ejektionsfraktion in vier Kategorien (nach Lang et al. 2005) folgende

Haufigkeitsverteilung auf das untersuchte Kollektiv:

Tabelle 7: Absolute und Relative Haufigkeit der kategorial eingeordneten Ejektionsfraktionen

Ejektionsfraktion | Absolute Relative
Haufigkeit (n=46) | Haufigkeit

Normal >55% 33 71,7%
Leichigradig 45-54% 8 17,4%
eingeschréankt
Mitelgradig 30-44% 1 2,2%
eingeschréankt
Hochgradig o
eingeschrénkt <30% 0 0,0%
fehlende 0
Angabe 4 8,7%
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Zu 71,1% ergaben sich praoperativ normwertige Ejektionsfraktionen, kein Patient hatte
eine hochgradig eingeschrankte Ejektionsfraktion. Bei 17,4% der Patienten konnte
eine Ejektionsfraktion von 45-54% ermittelt werden, was einer leichtgradigen
Einschrankung entspricht. Nur ein Patient hatte eine mittelgradig eingeschrankte
Ejektionsfraktion.

Bei 8,7% der Patienten wurden keine Werte angegeben (Vgl. Tabelle 7).
3.1.1.5 Tageszeit der Operation

Von 46 Patienten wurde in 35 Fallen (76,1%) die Operation morgens durchgefuhrt. Bei
11 Patienten (23,9%) war der Eingriff die zweite im Operationssaal durchgefuhrte

Operation und begann somit etwa um 12 Uhr.

3.1.2 TNF

Die Werte der Analyse fur TNF unterlagen keiner Normalverteilung.

Die Mittelwerte der Gruppen zeigten in der Untersuchung der einzelnen Zeitpunkte
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen (T0:p=.864, T1:p=.296,
T2:p=.296, T3:p=.446).

Die Varianzanalyse mit Messwiederholung ergab sowohl fur die reinen Messwerte als
auch fir die berechneten absoluten Anderungen zu TO keine signifikanten Inner- und
Zwischensubjekteffekte.

Die Innersubjektkontraste flr den =zeitlichen Verlauf, abhangig von der
Gruppenzugehdrigkeit, zeigten fur die Entwicklung von TO zu T1 und von TO zu T2

signifikante Unterschiede.
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Mittelwerte TNF
(pg/ml)

T0 T1 T2 T3
Zeit
Kontrollgruppe (n=22) == |nterventionsgruppe (n=16)
TO MW(SD) T1 MW(SD) T2 MW(SD) T3 MW(SD)

Kontroll-
1,3198 (3,5372) 1,9732 (5,2995) 2,8473 (5,6567) 1,4783 (4,6543)
gruppe (n=22)

Interventions-
5,280 (12,0203) 2,2146 (5,3448) 2,3493 (6,6104) | 4,5507 (12,4838)

gruppe (n=16)

Abbildung 9: Zeitlicher Mittelwertverlauf von TNF in Interventions- und Kontrollgruppe

Die Abbildung 9 veranschaulicht den Abfall der TNF-Konzentration bei den mit
Ischamischer Prakonditionierung behandelten Patienten nach TO0. In der
Kontroligruppe hingegen stiegen die TNF-Konzentrationen vom praoperativen Wert
an. Der Innersubjektkontrast zwischen T1 und T2 zeigte keinen signifikanten
Unterschied zwischen den Gruppen und Uber die Zeit, wodurch der nahezu parallele
Verlauf beider Gruppen zu erklaren ist. Zwar visualisiert die Grafik divergente Verlaufe
der beiden Gruppen nach T2, der abgebildete Trend ist jedoch nicht signifikant
(p=.134).

Bei Betrachtung des Kollektivs (n=8), das mit einem Wert ungleich 0 pg/ml zum
praoperativen Zeitpunkt (TO) begann, unter Berlcksichtigung der absoluten
Anderungen zu TO, ergab sich ein signifikanter Zwischensubjekteffekt (p=.022).
Hierbei zeigte sich in der Interventionsgruppe ein Abfall der Konzentrationen von TNF,

wohingegen sich in der Kontrollgruppe kaum eine Anderung zu TO zeigte.
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3.1.3 IL-1B

FUr das Interleukin 18 ergab der U-Test zur Analyse fur Gruppenunterschiede zu
einzelnen Messzeitpunkten keine signifikanten Ergebnisse.

Die Varianzanalyse mit Messwiederholung erbrachte ebenfalls keine signifikanten
Gruppenunterschiede, weder abhangig noch unabhangig von der Zeit.

3.1.4 IL-6

Die durchgefuhrte Zytokinanalyse im Rahmen der RIPHeart-Studie ergab fur das
Interleukin 6 folgende Ergebnisse:

Bei nicht gegebener Normalverteilung zeigte die Analyse zu den einzelnen
Messzeitpunkten T1 und T2 signifikante Gruppenunterschiede (U-Test).

Signifikante Unterschiede zwischen Behandlungs- und Interventionsgruppe abhangig
als auch unabhangig von der Zeit konnten in der Varianzanalyse mit
Messwiederholung nicht nachgewiesen werden.

Der zeitliche Innersubjekteffekt fir das Gesamtkollektiv erwies mit p=.035 eine

Signifikanz.
300
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¥
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0
TO T1 T2 T3
Zeit
Kontrollgruppe (n=22) e |nterventionsgruppe (n=16)
TO MW(SD) T1 MW(SD) T2 MW(SD) T3 MW(SD)
Kontroll- 1,7182 266,4234 64,5344 129,308
gruppe (n=22) (3,7015) (513,677) (42,2980) (533,54)
Interventions- 1,8056 160,668 95,5369 16,7431
gruppe (n=16) (2,5111) (156,0158) (62,2204) (13,2262)

Abbildung 10: Zeitlicher Mittelwertverlauf von IL-6 in Interventions- und Kontrollgruppe
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Die Abbildung 10 zeigt, dass die Behandlungsgruppe nach minimalem Wert zu Beginn
im zeitlichen Verlauf ein Maximum nach 6 Stunden aufwies (Innersubjektkontrast TO
zu T1: p=.003). In dem Zeitraum von 6 bis 48 Stunden postoperativ fielen die Werte
bei signifikantem Innersubjektkontrast. Dennoch lagen die IL-6-Konzentrationen 48
Stunden nach der Operation noch signifikant héher als die Ausgangswerte von TO. In
den folgenden Tagen blieben die Konzentrationen stabil und ein zeitlicher Effekt lie

sich somit nicht mehr nachweisen (Innersubjektkontrast T2 zu T3: p=.916)

3.1.5 IL-8

Die erhobenen Werte fUr das Interleukin 8 waren nicht normalverteilt.

Der Vergleich beider Gruppen zu den einzelnen Zeitpunkten ergab keine signifikanten
Unterschiede.

Die Analyse der Daten mit Hilfe der Varianzanalyse mit Messwiederholung ergab
hinsichtlich des Interaktionseffektes der Gruppen keine Signifikanz sowohl zeitab- als
auch zeitunabhangig.

Die Betrachtung beider Gruppen gemittelt erbrachte einen signifikanten zeitlichen
Innersubjekteffekt (p=.012).

60
55
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i — 40
2730
s 3
20
15
10
TO T1 T2 T3
Zeit
Kontrollgruppe (n=21) e |nterventionsgruppe (n=16)
TO MW(SD) T1 MW(SD) T2 MW(SD) T3 MW(SD)
Kontroll- 18,058 39,739 15,467 16,012
gruppe (n=21) (45,8003) (69,9179) (9,93164) (9,9796)
Interventions- 11,8879 56,3713 31,3286 18,0747
gruppe (n=16) (18,0178) (43,2055) (11,1861) (11,1861)

Abbildung 11: Zeitlicher Mittelwertverlauf von IL-8 in Interventions- und Kontrollgruppe

33




Die Abbildung 11 zeigt, dass die Konzentrationen des IL-8 direkt postoperativ deutlich
anstiegen. Der Innersubjektkontrast zwischen TO und T1 der gemittelten Gruppen war
signifikant. Der darauffolgende Abfall der Werte von T1 zu T2 war ebenfalls signifikant
(p=.014). Der scheinbar gruppenunterschiedliche Verlauf zwischen T2 und T3 ergab
nicht signifikante Ergebnisse im Innersubjektkontrast (p=.178). Die Werte T2 und T3
verglichen mit dem Ausgangswert TO ergaben in den Innersubjektkontrasten keine
signifikanten Unterschiede.

Betrachtet man nur jene kleine Anzahl von Fallen, die zum Referenzzeitpunkt (TO) mit
einem Wert ungleich 0 pg/ml fur das Interleukin 8 starteten, namlich zwei Patienten in
der Behandlungs- und vier in der Kontrollgruppe, so zeigten sich in der Varianzanalyse
mit Messwiederholung hochst signifikante Ergebnisse. Hierbei lag der
Innersubjekteffekt Zeit, als auch der Innersubjekteffekt Zeit*FallKontroll bei p<.001. In
dieser Betrachtung zeigte sich zudem ein signifikanter zeitunabhangiger

Zwischensubjekteffekt der beiden Gruppen (p=.006).
3.1.6 IL-10

Bei nicht gegebener Normalverteilung ergab die Analyse des Zytokins IL-10 keine
signifikanten Unterschiede zwischen Interventions- und Kontrollgruppe zu den vier
Messzeitpunkten.

Die Gruppen zeigten mittels Varianzanalyse mit Messwiederholung keine signifikanten
Unterschiede abhangig und unabhangig von der Zeit.

In beiden Gruppen erwies sich ein signifikanter zeitlicher Innersubjekteffekt (p=.001).
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Mittelwerte IL-10 (pg/ml)

TO Tl T2 T3
Zeit
Kontrollgruppe (n=22) e |nterventionsgruppe (n=16)
TO MW(SD) T1 MW(SD) T2 MW(SD) T3 MW(SD)

Kontroll-
0,6588 (2,0971) 5,7918 (9,9433) 1,1688 (2,6779) 0,7884 (2,0561)
gruppe (n=22)

Interventions-
0,3072 (1,2289) 5,9522 (8,6708) 0,7562 (1,8187) 0,435 (1,7072)

gruppe (n=16)

Abbildung 12: Zeitlicher Mittelwertverlauf von IL-10 in Interventions- und Kontrollgruppe

Beide Gruppen zeigten parallele zeitliche Verlaufe. Mit einem p-Wert <.001 war der
Innersubjektkontrast Uber die Zeit von TO zu T1 hdéchst signifikant und wird in der
Abbildung 12 als Konzentrationsanstieg gezeigt. Ebenso der Werteabfall von T1 zu T2
markiert einen hdchst signifikanten (p=.003) Innersubjektkontrast. Da nach 48 Stunden
bis zur Entlassung die Werte in etwa auf einem Niveau verblieben, ergab sich ein nicht

signifikanter Innersubjektkontrast zwischen T2 und T3.

3.1.7 bFGF

Die erhobenen Daten fur den basalen Fibroblasten- Wachstumsfaktor (bFGF)
unterlagen keiner Normalverteilung. Zum Referenzzeitpunkt TO waren die Mittelwerte
der beiden Gruppen signifikant unterschiedlich.

Die varianzanalytische Untersuchung erfolgte anhand der absoluten Anderungen zu
TO.

Die Varianzanalyse mit Messwiederholung zeigte fir die absoluten Anderungen nicht

signifikante Ergebnisse fur den Zwischensubjekteffekt (p=.514). Ein Unterschied
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zwischen Behandlungs- und Kontrollgruppe unabhangig vom zeitlichen Verlauf
bestand nicht.
Auch fir die Entwicklung uber die Zeit erwies sich kein signifikanter Unterschied in

Abhangigkeit von der Intervention (Innersubjekteffekt mit p=.609).
3.1.8 VEGF

Bei nicht normalverteilten Daten ergab die Analyse zu allen Zeitpunkten (TO bis T3)
signifikante Unterschiede zwischen RIP-Patienten und Patienten der Kontrollgruppe.
Die Varianzanalyse mit Messwiederholung ergab, dass sich beide Gruppen gemittelt
hochst signifikant Gber die Zeit hinweg verandern (zeitlicher Innersubjekteffekt:
p<.001), jedoch unterscheiden sich die Gruppen in ihrem zeitlichen Verlauf nicht,
weshalb der Innersubjekteffekt zum Gruppenunterschied Uber den zeitlichen Verlauf
nicht signifikant war. Der zeitunabhangige Unterschied zwischen Interventions- und
Kontrollgruppe war signifikant, was sich im hoéheren Werteniveau der
Interventionsgruppe gegenuber der Kontrollgruppe wiederspiegelt. Diese Ergebnisse
sind im nahezu parallelen Verlauf beider Gruppen Uber die Zeit hinweg ersichtlich.

In Abbildung 13 zeigt sich Uber den zeitlichen Verlauf zunachst ein relativ konstantes
Werteniveau in den ersten 48 Stunden nach dem kardiochirurgischen Eingriff. In der
Zeit von 48 Stunden postoperativ bis zur Entlassung stiegen die Mittelwerte, sodass
die Maxima der erhobenen Daten schlie3lich zu T3 erreicht wurden.

Die Ergebnisse der Innersubjektkontraste zeigten, dass der gemittelte Anstieg beider
Gruppen von T1 zu T2, sowie von T2 zu T3 signifikant war. Die Veranderung in den
ersten postoperativen Stunden hingegen war zu gering fur eine signifikante
Konzentrationsanderung von VEGF. Da die gemittelte Kurve stets ansteigende
Tendenz zeigt, waren auch die Kontraste von T2 zu TO und T3 zu TO signifikant.

In dem Zeitraum zwischen 6 und 48 Stunden postoperativ besteht zudem ein zeitlich
abhangiger Gruppenunterschied. Die Interventionsgruppe wies in diesem Zeitraum

eine Konzentrationszunahme auf, wohingegen die Kontrollgruppe nahezu stabil blieb.
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Interventions- 74,870 67,9383 96,2767 204,8444
gruppe (n=16) (68,2126) (64,5382) (86,676) (176,2707)

Abbildung 13: Zeitlicher Mittelwertverlauf von VEGF in Interventions- und Kontrollgruppe

Nach Berechnung der absoluten Anderungen der Werte T1 bis T3 jeweils zu TO (siehe
Material und Methoden) ergaben sowohl der U-Test als auch die repANOVA keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen.

Unterteilt man die Falle weiter in diejenigen, die mit dem Wert 0 pg/ml bei TO starten
und jene, die zu TO Werte > 0 pg/ ml zeigen, so lie3 sich ein signifikanter
Innersubjekteffekt alleinig Uber die Zeit und als auch Uber die Zeit hinweg zwischen
Fall- und Kontrollgruppe nur in der zweiten Gruppe zeigen (VEGF > 0 pg/ ml zu TO,
Behandlungsgruppe n=13, Kontroligruppe n= 12). Die Signifikanz der
Innersubjekteffekte bestand auch fir diese Gruppe bei der Analyse der absoluten
Anderungen zu TO.

Der Zwischensubjekteffekt zeigte bei der Analyse des derart aufgeteilten Datensatzes
nur fur die absoluten Werte der zweiten Gruppe (VEGF > 0 pg/ ml zu TO,

Behandlungsgruppe n=13, Kontrollgruppe n= 12) eine Signifikanz (p<.005)
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3.1.9 G-CSF

Bei nicht gegebener Normalverteilung ergibt sich ein signifikanter Gruppenunterschied
zu Beginn der Untersuchung (T0).

Sowohl fir die Analyse der absoluten Werte als auch fiir die absoluten Anderungen
zeigte sich ein signifikanter Innersubjekteffekt. Der Unterschied zwischen Fall- und
Kontrollgruppe war sowohl abhangig von der Zeit als auch zeitunabhangig nicht

signifikant.

18

16

Mittelwerte G-CSF
(pg/ml)

T0 T1 T2 T3
Zeit

Kontrollgruppe (n=22) === |nterventionsgruppe (n=16)

TO MW(SD) T1 MW(SD) T2 MW(SD) T3 MW(SD)
Kontroll-gruppe 0,013 16,7889 3,8783 3,4839
(n=22) (0,0609) (28,2761) (5,1086) (8,3642)
Interventions- 1,3785 16,7377 9,1523 2,5942
gruppe (n=16) (2,4702) (18,9485) (11,5389) (4,4964)

Abbildung 14: Zeitlicher Mittelwertverlauf von G-CSF in Interventions- und Kontrollgruppe

Abbildung 14 zeigt im zeitlichen Verlauf, dass die Mittelwerte in beiden Gruppen von
minimalen Ausgangswerten vor der Operation in den sechs Stunden postoperativ
anstiegen und zu T1 den maximalen gemessenen Wert erreichten. Danach fielen in
beiden Gruppen die Werte ab. Der zeitliche Verlauf beider Gruppen gemittelt war
sowohl zwischen nebeneinanderliegenden Zeitpunkten signifikant als auch zwischen
jedem der Zeitpunkte zu TO. Die Entwicklung beider Gruppen zwischen den

Zeitpunkten T2 wund T3 wies eine Tendenz in Richtung signifikantem
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Gruppenunterschied auf (p=.069). Abbildung 14 visualisiert einen starkeren Abfall der

G-CSF-Konzentrationen im Blut der Interventionsgruppe.
3.2 Analyse zirkulierender Endothelzellen (CEC)

3.2.1 Deskriptive Statistik

3.2.1.1 Altersverteilung

In die Analyse der zirkulierenden Endothelzellen (CEC) wurden die Ergebnisse von 39
Patienten einbezogen. Bei einer Altersspannweite von 56 Jahren war der jungste
Patient 26 Jahre alt, der alteste 82 Jahre alt. Es ergibt sich ein Mittelwert von 63,46

Jahren mit Standardabweichung von 11,5 Jahren.
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Abbildung 15: Gruppierte Altersverteilung der CEC- Analyse
Abbildung 15 stellt die Altersstruktur der in die CEC-Analyse eingeschlossenen

Patienten dar.

3.2.1.2 Geschlechterverteilung

Von 39 Patienten waren 9 Probanden weiblich (23,1%) und 30 Probanden mannlich
(76,9%).
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3.2.1.3 Art der Operation

Mit 44,7% machten reine aortokoronare Bypass-Operationen den Grol3teil der
durchgefuhrten Operationen aus. Kardiochirurgische Eingriffe ohne ACB machten
28,9% aus. Ein Kombinationseingriff, bei dem ein ACB enthalten war, lag zu 26,3%

VOor.

3.2.1.4 Préoperative Ejektionsfraktion

Uberwiegend hatten die Patienten préoperativ eine normwertige Ejektionsfraktion.
17,1% der Patienten hatten bei dieser Untersuchung eine leicht- bis mittelgradig

eingeschrankte Ejektionsfraktion.

3.2.1.5 Tageszeit der Operation

64,1% der Operationen wurden morgens durchgefuhrt. 35,9% der kardiochirurgischen

Eingriffe begannen gegen 12 Uhr.
3.2.2 CDA45-negative, CD146-positive, CD31-positive Zellen

FUr die Zellen mit der Eigenschaft CD45- CD146+ CD31+ ergab sich in der
Interventionsgruppe eine normalverteilte Stichprobe, fur die Kontrollgruppe lagen die
Werte nicht normalverteilt vor.

Das nonparametrische Verfahren ergab flir den 6-Stunden-postoperativen Wert einen
signifikanten Unterschied (p=.031) zwischen den Gruppen. Zu den Zeitpunkten TO, T2
und T3 zeigte sich kein signifikanter Unterschied.

Die Varianzanalyse mit Messwiederholung ergab einen hoéchst signifikanten
Innersubjekteffekt (p=.004) beider Gruppen gemittelt Gber den zeitlichen Verlauf.

Ein signifikanter Unterschied zwischen Behandlungs- und Kontrollgruppe, sowohl
zeitabhangig (Innersubjekteffekt) als auch zeitunabhangig (Zwischensubjekteffekt),

zeigte sich nicht.
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Mittelwerte (% vitaler Zellen)
(o]

TO

Kontrollgruppe

CD45- CD146+ CD31+

T1
Zeit

T2

e |nterventionsgruppe

T3

TO MW(SD) T1 MW(SD) T2 MW(SD) T3 MW(SD)
Kontroll- 9,67 6,0711 6,922 3,9985
gruppe (n=22) (7,5301) (7,8440) (7,4895) (3,8700)
Interventions- 10,7117 8,4422 8,1781 4,2146
gruppe (n=16) (10,1472) (7,4182) (6,1253) (3,1803)

Abbildung 16: Zeitlicher Mittelwertverlauf von CD45- CD146+ CD31+ Zellen

Kontrollgruppe

in Interventions- und

Abbildung 16 zeigt die Kurven beider Gruppen von TO bis T3 mit abfallender

Wertetendenz. Hierbei waren der zeitliche Unterschied beider Gruppen gemittelt

zwischen T2 und T3 (Innersubjektkontraste), sowie die Werteabnahme von TO bis T3

statistisch signifikant. Der in der Abbildung ersichtliche Anstieg der Kontrollgruppe

zwischen T1 und T2 und der gleichzeitige Abfall der Interventionsgruppe sind nicht

signifikant unterschiedlich.

3.2.3 CD45-negative, CD146-positive, CD31-positive, CD105-positive Zellen

Der statistischen Auswertung der Zellpopulation mit den Eigenschaften CD45-
CD146+ CD31+ CD105+ lagen nicht normalverteilte Ergebnisse zugrunde.

Es lagen keine signifikanten Gruppenunterschiede zu den einzelnen Zeitpunkten vor.
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In der Varianzanalyse mit Messwiederholung waren samtliche Effekte nicht signifikant.
Lediglich der Innersubjektkontrast fur den zeitlichen Verlauf zwischen TO und T3 ergab
eine Signifikanz. Die uber beide Gruppen gemittelte Werteabnahme vom
praoperativen Wert bis hin zur Entlassung ist somit als statistisch signifikant

anzusehen.

CD45- CD146+ CD31+ CD105+

1,4

1,2

Mittelwerte (%lvitaler Zellen)

0,8
0,6
0,4
0,2
T0 T1 T2 T3
Zeit
Kontrollgruppe e |nterventionsgruppe
TO MW(SD) T1 MW(SD) T2 MW(SD) T3 MW(SD)
Kontroll-

0,5594 (0,6573) | 0,4413(0,9591) | 0,3389 (0,3922) 0,2168 (0,2806)
gruppe (n=22)

Interventions-
0,8954 (1,9328) | 1,4019(2,5614) | 0,3579 (0,4069) 0,5417 (0,9393)
gruppe (n=16)

Abbildung 17: Zeitlicher Mittelwertverlauf von CD45- CD146+ CD31+ CD 105+ Zellen in Interventions- und
Kontrollgruppe

3.2.4 CD45-negative, CD146-positive, CD105-positive Zellen

Die Daten fur die CD45- CD146+ CD105+ Zellen waren nicht normalverteilt.

Es ergaben sich fur die vier Zeitpunkte keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Gruppen.

Die Innersubjekteffekte in der Varianzanalyse mit Messwiederholung ergaben fir die
gemittelte zeitliche Entwicklung einen p-Wert von .022, der zeitliche Effekt zwischen

den Gruppen ist mit p=.058 grenzwertig nicht signifikant.
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Der zeitunabhangige Gruppenunterschied als Zwischensubjekteffekt konnte statistisch
nicht belegt werden.

Die Innersubjektkontraste ergaben fur die zeitliche Entwicklung beider Gruppen
zwischen T1 und T2 sowie zwischen TO und T3 signifikante Ergebnisse. Eine
signifikant unterschiedliche Entwicklung zwischen den Gruppen zeigte sich zwischen
T1 und T2.

Die Grafik zeigt, dass in der Interventionsgruppe die Werte von TO zu T1 anstiegen, in
der Kontrollgruppe hingegen abfielen. Der Gruppenunterschied zwischen TO und T1
ist mit p=.06 jedoch nicht signifikant. Die Entwicklung der Werte zwischen T1 zu T2
zeigte in der Interventionsgruppe einen deutlich steileren Abstieg, sodass sich eine
signifikant unterschiedliche Entwicklung in den Gruppen im Innersubjektkontrast
zeigte. Der signifikante Innersubjektkontrast beider Gruppen als Unterschied zwischen
TO und T3 besagt, dass unabhangig von der Gruppenzugehorigkeit die Werte im

zeitlichen Verlauf abnahmen.
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TO T1 T2 T3
Zeit
Kontrollgruppe === |nterventionsgruppe
TO MW(SD) T1 MW(SD) T2 MW(SD) T3 MW(SD)
Kontroll-
0,5825 (0,6404) | 0,4710(0,9549) | 0,3841 (0,3910) 0,2220 (0,2702)
gruppe (n=22)
Interventions-
0,8927 (1,8822) | 2,1503(3,4169) | 0,3537 (0,3756) 0,5757 (1,0308)
gruppe (n=16)

Abbildung 18: Zeitlicher Mittelwertverlauf von CD45- CD146+ CD 105+ Zellen in Interventions- und
Kontrollgruppe
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3.2.5 CD45-negative, CD146-positive, CD105-positive, CD34-positive Zellen

Die Daten der CD45- CD146+ CD105+ CD34+ Zellpopulation waren bis auf die

Baselinemessung der Fallgruppe stets nicht normalverteilt.

Fir TO bzw. T2 ergab die Analyse mit p=.003 bzw. T2: p=.032 signifikante

Unterschiede zwischen den Gruppen.

Der zeitliche Innersubjekteffekt ergab eine Signifikanz. Die weiteren Effekte in der

repANOVA blieben ohne signifikante Ergebnisse.

Die Untersuchung der Innersubjektkontraste ergab fur beide Gruppen gemeinsam

betrachtet einen signifikanten Unterschied der Werte zwischen TO und T3.

Wie in der Abbildung dargestellt, kam es Uber die zeitliche Entwicklung zu einem

Werteabfall in beiden Gruppen, wobei auch der Unterschied beider Graphen zu TO

sichtbar wird.
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0,0065 (0,0083)
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0,0265 (0,0227) | 0,0260 (0,0271)
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0,0131 (0,0116)

0,0106 (0,0129)

Abbildung 19: Zeitlicher Mittelwertverlauf von CD45- CD146+ CD 105+ CD34+ Zellen in Interventions- und

Kontrollgruppe
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3.2.6 CEC-Zellen

Die CEC-Zellpopulationsdaten waren bis auf den Zeitpunkt TO in der
Interventionsgruppe stets nicht normalverteilt.

Fur TO, T2 und T3 stellten sich signifikante Unterschiede zwischen Kontroll- und
Interventionsgruppe dar.

In der Varianzanalyse mit Messwiederholung ergaben sich Signifikanzen fir den
Innersubjekteffekt Zeit sowie fur den Zwischensubjekteffekt- den zeitunabhangigen
Unterschied beider Gruppen.

Der Innersubjektkontrast TO zu T3 war flr beide Gruppen gemeinsam betrachtet
signifikant.

Die Abbildung 20 zeigt den unterschiedlichen Beginn beider Gruppen zu TO und den
sich als signifikant erwiesenen Werteabfall von TO zu T3 sowohl in der Kontroll- als

auch in der Interventionsgruppe.
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Zeit
Kontrollgruppe e |nterventionsgruppe
TO MW(SD) T1 MW(SD) T2 MW(SD) T3 MW(SD)
Kontroll-
0,0152 (0,0262) 0,0088 (0,0083) | 0,0095 (0,0281) 0,0049 (0,0074)
gruppe (n=22)
Interventions-
0,0273 (0,0229) 0,0258 (0,0264) | 0,0129 (0,0118) 0,0101 (0,0121)
gruppe (n=16)

Abbildung 20: Zeitlicher Mittelwertverlauf von CEC-Zellen in Interventions- und Kontrollgruppe
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3.2.7 CDA45-negative bis schwach positive, CD34-positive, CD133-negative, CD146-
positive Zellen

Die Daten der CD45-/dim CD34+ CD133- CD146+ Zellpopulation waren abgesehen
von der Fallgruppe zum Zeitpunkt TO stets nicht normalverteilt.
Es ergaben sich keine signifikanten Gruppenunterschiede.

Alle weiteren Analysen mit Hilfe der repANOVA ergaben ebenfalls keine Signifikanzen.

3.2.8 CDA45-negative bis schwach positive, CD34-positive, CD133-positive, CD146-
negative Zellen

In der CD45-/dim CD34+ CD133+ CD146- Zellpopulation zeigte sich bis auf die
Zeitpunkte TO und T2 in der Kontrollgruppe eine nicht normalverteilte Datenlage.

Es konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen Kontroll- und
Interventionsgruppe zu den einzelnen Messzeitpunkten erfasst werden.

Die Varianzanalyse mit Messwiederholung ergab einen signifikanten zeitlichen
Innersubjekteffekt (p=.013).

Die Innersubjektkontraste fur beide Gruppen zeigten signifikante Ergebnisse fur die
zeitliche Entwicklung zwischen TO zu T1, T1 zu T2, T2 zu T3 sowie zwischen TO zu
T2.

Die Innersubjektkontraste zwischen Interventions- und Kontrollgruppe ergaben
Signifikanzen fur die zeitliche Entwicklung zwischen TO zu T1 und zwischen TO zu T2.
Die Abbildung zeigt, dass in der mit Ischamischer Prakonditionierung behandelten
Gruppe die Werte von TO zu T1 abfielen, wohingegen die Werte der Kontrollgruppe
stiegen. Die Graphen der Gruppen verlaufen ab T1 nahezu parallel mit zu T2

abfallenden und zu T3 wieder ansteigenden Werten.
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Abbildung 21: Zeitlicher Mittelwertverlauf von CD45-/dim CD34+ CD 133+ CD146- Zellen in Interventions-
und Kontrollgruppe

3.2.9 CD45-negative bis schwach positive, CD34-positive, CD133-positive Zellen

Die CD45-/dim CD34+ CD133+ Zellpopulationsdaten waren normalverteilt fir beide

Gruppen fur TO und T2, in der Kontrollgruppe zudem fir T3. Alle weiteren Daten

wiesen keine Normalverteilung auf.

Zu den einzelnen Zeitpunkten gab es keine signifikanten Unterschiede zwischen

Kontroll- und Interventionsgruppe.

Die Untersuchung mittels repANOVA ergab einen signifikanten Innersubjekteffekt Zeit

mit p=.003 und einen signifikanten Innersubjekteffekt von Zeit und Intervention mit

p=.042.
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Die Innersubjektkontraste flr den =zeitlichen Verlauf beider Gruppen ergaben
signifikante Unterschiede fur die Werte von T1 und T2, T2 und T3 sowie fur TO und T2
als auch TO und T3.

Einen signifikanten Gruppenunterschied ergab der Innersubjektkontrast fur die Werte
zwischen T2 und T3 sowie zwischen TO und T3.

Die Abbildung 22 zeigt einen nahezu parallelen Verlauf beider Graphen zwischen TO
und T1 mit nur geringer Werteveranderung. Zwischen T1 und T2 fallen die Werte in
beiden Gruppen. Der nachfolgende Werteanstieg von T2 zu T3 ist in der
Interventionsgruppe steiler als in der Kontrollgruppe. Insgesamt liegt das Werteniveau
zu T3 in der Interventionsgruppe deutlich hoher als zu TO, wohingegen das

Werteniveau der Kontrollgruppe sich kaum verandert hat.
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TO MW(SD) T1 MW(SD) T2 MW(SD) T3 MW(SD)

Kontroll-
0,0140 (0,0122) | 0,0149 (0,0163) | 0,0078 (0,0061) | 0,0145 (0,0136)
gruppe (n=22)

Interventions-
0,0243 (0,0193) | 0,0280 (0,0360) | 0,0124 (0,0097) | 0,0454 (0,0566)

gruppe (n=16)

Abbildung 22: Zeitlicher Mittelwertverlauf von CD45-/dim CD34+ CD133+ Zellen in Interventions- und
Kontrollgruppe
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4 Diskussion

Das Ziel dieser Arbeit war es anhand durchflusszytometrischer Verfahren den
Einfluss der Ischamischen Prakonditionierung im Rahmen von Herzoperationen mit
Herz-Lungen-Maschine auf ausgewahlte Zellpopulationen und Zytokine zu
analysieren.

Das Studiendesign der klinisch kontrollierten RIPHeart-Studie entspricht einem
hohen wissenschaftlichen Standard durch doppelte Verblindung und Multizentrizitat
mit einer hohen Fallzahl. Strukturgleichheit wird durch das Randomisieren der
eingeschlossenen Patienten erreicht. Dabei gilt die Studie als ,kontrolliert®, da die
beiden Gruppen sich tatsachlich nur durch die Behandlung unterscheiden sollten und
fur andere Merkmale wie Alter, Art des Eingriffs und Geschlecht Aquivalenz zwischen
beiden Gruppen herrscht. Fur die vorliegende Arbeit wurden Daten von 46 Patienten
aus dem Rostocker Patientenkollektiv der RIPHeart-Studie erhoben, die Fallzahl ist
somit wesentlich kleiner als die der gesamten Multicenterstudie.

Die Methode der durchflusszytometrischen Zelldifferenzierung und Quantifizierung ist
ein wissenschaftlich etabliertes Verfahren. Untersuchungen, die die
Durchflusszytometrie mit Immunomagnetischer Bead-Isolation zur Detektion von
CECs miteinander verglichen, stellten keinen signifikanten Unterschied der beiden
Methoden dar, sodass sich beide Verfahren gleichermalien fur die Untersuchungen
eignen (Goon, Patrick K'Y et al. 2006).

Im Rahmen dieser Arbeit konnte eine postoperative Reaktion des Immunsystems
gezeigt werden, sodass sowohl pro- als auch anti-inflammatorische (IL-6/ IL-8; IL-10)
Zytokine vermehrt sezerniert wurden.

Bezuglich der Intervention mit Ischamischer Fernkonditionierung gab es fir die
Sekretion von TNF einen Gruppeneffekt, sodass sich postoperativ in der
Behandlungsgruppe ein starkerer Rluckgang dieses pro-inflammatorischen Zytokins
zeigte.

Die CD146-exprimierenden, als zirkulierende Endothelzellen bezeichneten Zellen
zeigten postoperativ eine Werteabnahme.

Ein Gruppenunterschied durch die Ischamische Prakonditionierung konnte lediglich
zwischen T1 und T2 bei der CD45- CD146+ CD105+ Zellpopulation gezeigt werden.
Endotheliale Progenitorzellen mit CD34+ und CD133+ waren nach dem Eingriff in
hdherer Zahl im peripheren Blut zu finden. Fur die CD45-negativ-bis schwach
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positive, CD34-positive, CD133-positive, CD146-negative Zellpopulation zeigte sich

postoperativ eine schnellere Rekrutierung dieser Zellen in das Zielgewebe.

Zytokine
Ein kardiochirugischer Eingriff hat einen sehr komplexen Einfluss auf diverse

Organsysteme — das Immunsystem eingeschlossen. Als Ausdruck der kdrpereigenen
Antwort auf die Operation kdnnen unter anderem die Zytokinkonzentrationen im
peripheren Blut betrachtet werden.

Lecour und James (2011) zeigten, dass Ischamische Konditionierung einen
Mechanismus aktivieren kann, welcher wiederum durch Erhéhung pro-
inflammatorischer Zytokine (IL-6 und TNF) die Regeneration des geschadigten
Myokards fordert. Der zu den pro-inflammatorischen Zytokinen gehérige Tumor-
Nekrose- Faktor TNF zeigte in der vorliegenden Untersuchung jedoch einen
kontrastierenden Effekt. Postoperativ wies die Patientengruppe, die mit Ischamischer
Prakonditionierung behandelt worden war, eine Konzentrationsabnahme auf. In der
weiteren Untersuchung der pro-inflammatorischen Zytokine (IL-1, IL-6, IL-8) konnte
kein Gruppenunterschied durch die Behandlung nachgewiesen werden. Die
Veranderung im zeitlichen Verlauf hingegen war fur Interleukin-6 und -8 in beiden
Gruppen signifikant. Diese Zytokine stiegen beim gesamten Patientenkollektiv
zunachst an und erreichten zum ersten postoperativen Messzeitpunkt ihre
Maximalwerte, danach fielen die Konzentrationen wieder ab. Die Ergebnisse kdnnen
als Korrelation zwischen Organschadigung und Zytokinausschuattung nach der Herz-
Operation angesehen werden (De’Ath et al. 2013; Emura und Usuda 2010).

De’Ath et al. (2013) untersuchten hierzu TNF-a, IL-1p3, IL-6 und IL-8 bei
Traumapatienten zum Zeitpunkt der Aufnahme ins Krankenhaus sowie nach 24 und
72 Stunden und sahen bei Patienten, die ein sekundares kardiales Ereignis
entwickelten, bereits zum Aufnahmezeitpunkt héhere Plasmaspiegel von TNF-a, IL-6
und IL-8. Nach 72 Stunden zeigten sich bei den Patienten mit kardialem Ereignis
weiterhin erhdhte IL-1B- sowie IL-8-Werte. Die Untersuchungen von

De’Ath et al. (2013) zeigten, dass die Patientengruppe, die neben erhéhtem TNF,
IL-6 oder IL-8 kombiniert eine Erhdhung von Troponin | aufwies, die hdchste Letalitat
hatte.

Der singulare Gruppenunterschied im Bereich des TNF unterstreicht die Vermutung
eines Einflusses der Ischamischen Prakonditionierung. Zwar lieen sich anhand der
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untersuchten Gruppengrolie teils signifikante Aussagen Uber den Einfluss der RIP-
Behandlung zeigen, zur hinreichenden Erklarung des Mechanismus’ ist die Kohorte
jedoch nicht grofld genug. Zudem fehlt aktuell eine Korrelation zum klinischen Effekt
des Verfahrens, da die klinischen Studienergebnisse hierzu noch ausstehen.

Das zu den anti-inflammatorischen Zytokinen zahlende Interleukin-10 verhalt sich im
zeitlichen Verlauf ebenso wie IL-6 und IL-8. Postoperativ gibt es einen deutlichen
Anstieg der Interleukinkonzentration, wobei die Werte zwei Tage nach der Operation
wieder nahezu auf Ausgangsniveau abgesunken waren und im weiteren Verlauf etwa
konstant blieben. Der herzchirurgische Eingriff fordert demnach sowohl die
Ausschuttung pro- wie auch anti-inflammatorischer Zytokine. Kawamura et al. (1993)
malden einen Peak der IL-6- und IL-8-Serumwerte 60 Minuten nach Setzen der
Aortenklemme im Rahmen einer offenen Herzoperation und konnten eine
weiterbestehende Werterhdéhung dieser Zytokine fir weitere 120 Minuten
beobachten.

IL-10 wurde bereits bei Untersuchungen zur Ischamischen Fernkonditionierung an
Mausen als eines der an der Minderung des Reperfusionsschadens beteiligten
Zytokine beschrieben (Cai et al. 2012). Ein signifikant steilerer Anstieg des Zytokins
IL-10 bei den RIP-Patienten konnte im Rahmen dieser Untersuchung nicht
nachgewiesen werden.

Auch andere Studien an Patienten, die sich einer Herzoperation unter Einsatz der
Herz-Lungen-Maschine unterzogen, zeigen bezuglich der Zytokine IL-6, IL-8, IL-10
und TNF-a keinen Effekt einer Behandlung mit Ischamischer Konditionierung
(Saxena et al. 2013; Bautin et al. 2014).

Hinsichtlich der untersuchten Wachstumsfaktoren ergeben sich jeweils signifikante
Gruppenunterschiede vor Beginn der Intervention. Die Messung von bFGF, VEGF
und G-CSF erfolgte im Gegensatz zu den restlichen Zytokinen mit dem ,BD CBA
Flex Set Assays” (BD Biosciences, Deutschland). Dieser prainterventionelle
Gruppenunterschied ist kritisch zu hinterfragen: So konnten eventuell die
Blutabnahmen vor dem grof3en operativen Eingriff nicht absolut garantiert werden.
Eine verspatete Probennahme (wahrend oder kurz nach der RIP-Behandlung)
konnte schon einen Zytokineffekt nachweisbar machen. Des Weiteren konnten
weitere nicht erfasste Gruppenmerkmale bestehen, die einen praoperativen
Unterschied verursachen kdnnen, wie beispielsweise eine bestehende oder
beginnende Diabeteserkrankung oder Tumorerkankungen.
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Ein Gruppenunterschied zeigte sich bei den Wachstumsfaktoren lediglich fur den
vaskularen, endothelialen Wachstumsfaktor bei ansteigenden Werten in der
Behandlungsgruppe gegenuber abnehmenden Werten in der Kontrollgruppe
zwischen den Messzeitpunkten T1 (6 Stunden postoperativ) und T2 (48 Stunden
postoperativ). Generell konnte nach Eingriffen mit Kardioplegie und extrakorporaler
Zirkulation eine Erhohung von VEGF gezeigt werden (Tofukuji et al. 1998). Der
positive Einfluss von VEGF auf die Angiogenese konnte bereits mehrfach
nachgewiesen werden (Ferrara et al. 2003). Hinzu kommt, dass das Zielgewebe Uber
einen hinreichend langen Zeitraum (mehr als 2 Wochen) VEGF ausgesetzt sein sollte
um die Bildung dauerhaft bestandiger Gefalde zu fordern, unabhangig vom
Mechanismus der VEGF-Erhdhung (Dor et al. 2002). Daraus folgt der Ansatz, die
Ausschuttung korpereigenen VEGFs durch externe Interventionen zu erhdhen.
Jedoch konnten nur selten signifikante Konzentrationszunahmen dieses Faktors
gezeigt werden. Der nur zwischen zwei Zeitpunkten bestehende Gruppenunterschied
fur VEGF im Rahmen der RIPHeart-Studie kdnnte daher mit einer unzureichenden
Intervention aus je vier Zyklen funfminUtiger Ischamie und Reperfusion einer oberen
Extremitat zusammenhangen.

Fur G-CSF zeigte sich unabhangig von der Intervention ein signifikanter zeitlicher
Verlauf mit einem Werteanstieg zu T1 und anschlieiendem Werterlickgang. G-CSF
ist am kardialen Remodelling nach Myokardinfarkt beteiligt (Zhao et al. 2013). Zum
einen verbessert es die Herzfunktion und unterstutzt die Gefalproliferation nach
Myokardinfarkt, es erhoht jedoch auch das Risiko von Restenosen (Kang et al.
2004).

Zirkulierende Endothelzellen

Im Rahmen der durchgefuhrten Untersuchung zeigte sich bei den Populationen mit
CD45-Nichtexpression und CD146-Expression (CD45- CD146+) unabhangig von der
Kombination mit weiteren CD-Molekulen ein abnehmender Kurvenverlauf Uber die
betrachtete Zeit hinweg. CD 146 gilt als typischer Marker fur zirkulierende
Endothelzellen. Nach Blann et al. (2005) findet sich eine Zunahme dieser Zellen im
peripheren Blut bei diversen Krankheiten insbesondere bei denen mit vaskularer
Genese. Diese Zellen scheinen sich im klinischen Alltag auch als Indikatoren fur die

Effektivitat einer Behandlung zu eignen. So deutet eine geringe Anzahl an
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zirkulierenden Endothelzellen auf eine positive Beeinflussung im Verlauf von Herz-
und Gefalderkrankungen hin (Mancuso et al. 2003).

Im Rahmen dieser Untersuchung werden als CEC (zirkulierende Endothelzellen)
Zellen mit Koexpression von CD34, CD146, CD31 und CD105 bei Nicht-Expression
von CD45 (CD45- CD34+ CD146+ CD31+ CD105+) definiert. In anderen
Untersuchungen finden sich viele Varianten CECs zu definieren. Mancuso et al.
(2001) untersuchten zirkulierende Endothelzellen bei Tumorpatienten und definierten
diese als CD45- CD34+ CD146+ CD31+ CD105+ CD106+ Zellen, was der Definition
in der vorliegenden Arbeit sehr nahe kommt. Neben diversen anderen
Markerkombinationen ist den Arbeiten gleich, dass zirkulierende Endothelzellen
CD146 exprimieren und CD133 nicht exprimieren. Nach operativem Eingriff zeigte
sich in beiden Gruppen eine Abnahme der CECs. Die Abnahme der zirkulierenden
Endothelzellen kann als positiver Effekt der operativen Versorgung der vorliegenden
Erkrankung gedeutet werden. Das unterschiedliche Niveau der beiden Gruppen,
welches sich als signifikanter Zwischensubjekteffekt zeigt, und der bereits zum
praoperativen Zeitpunkt vorliegende signifikante Gruppenunterschied sind kritisch zu
hinterfragen. Der beschriebene Effekt bleibt davon jedoch Uber den zeitlichen Verlauf
hinweg unberuhrt. Es ist moglich, dass die Probandenanzahl und Diversitat der
operativen Eingriffe bei der Untersuchung der zirkulierenden Endothelzellen als
Marker fir kardiovaskulare Schadigung einen Einfluss auf diesen
Gruppenunterschied hat. Zu 50% wurden reine aortokoronare Bypass-Operationen
durchgefuhrt, die nahezu gleich in beiden Gruppen verteilt waren. Bei den weiteren
Operationen gab es jedoch eine sehr grol3e Diversitat an Eingriffen mit
Rekonstruktionen oder Ersatz von unterschiedlichen Herzklappen,
Tumorexstirpationen, Myektomie nach MORROW, Aorta-ascendens-Ersatz, OP nach
DAVID sowie Bentall-OP. Die sehr speziellen Eingriffe sind als Gruppe
zusammengefasst betrachtet zwar ahnlich in den Gruppen verteilt, dennoch ist ein
besonderer Einfluss bei einer dieser speziellen Operationen mit signifikanten
Auswirkungen auf die Ergebnisse denkbar. Hinzu kommt, dass von diesen Zellen
zumeist nur eine sehr geringe Anzahl im peripheren Blut vorliegt. Bei Gesunden fand
man bei einer Markerexpression von CD45- CD34+ und CD146+ lediglich 8 (6-10)
zirkulierende Endothelzellen/ml in der Durchflusszytometrie, die bei akutem

Koronarsyndrom auf 14 (8-20) Zellen/ ml anstiegen (Goon, Patrick K'Y et al. 2006).
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Ein Einfluss der Ischamischen Prakonditionierung auf diese Zellpopulation konnte
hier nicht belegt werden.

Die Veranderung reifer zirkulierender Endothelzellen nach Mariucci et al. (2010) mit
CD45- CD146+ CD34+ CD133- Markerexpression erreichte nicht das
Signifikanzniveau.

Als Einfluss der Ischamischen Fernkonditionierung ist bei den CD45-negativen
CD146-positiven Zellen einzig die Entwicklung zwischen T1 zu T2 bei den Zellen mit
zusatzlicher CD105- Expression zu deuten. CD105-positive Zellen spielen eine Rolle
bei Hamatopoese und Angiogenese, was vor allem bei Tumorwachstum und
Metastasierung beobachtet werden konnte (Duff et al. 2003). Die starkere Abnahme
von CD105-positiven Endothelzellen in der Interventionsgruppe gegenuber der
Kontrollgruppe zwischen T1 und T2 lasst eine verstarkte Rekrutierung dieser Zellen
aus dem peripheren Blut durch die Intervention vermuten. In Anbetracht der Vielzahl
an durchgefuhrten Analysen von diversen Zelltypen kann dieser einzelne Effekt als
maoglicher zellularer Mechanismus der von Przyklenk et al. (1993) beschriebenen
positiven Effekte Ischamischer Konditionierung herangezogen werden. Die
abschliellenden Studienergebnisse von RIPHeart sind noch abzuwarten und dann in

Bezug zu den Daten der vorliegenden Arbeit zu setzen.

Im Gegensatz zu der im zeitlichen Verlauf zu beobachtenden Abnahme der CD45-
CD146+ Zellen findet sich bei den CD34+ CD133+ Zellen liberwiegend eine
Zunahme der Zellen nach dem kardiochirurgischen Eingriff. Die Expression von
CD34 findet sich sowohl auf Vorlauferzellen als auch auf ausgereiften zirkulierenden
Endothelzellen (Goon, Patrick K'Y et al. 2006). CD45- CD146+ CD34+ CD133+
Zellen wurden von Rafii et al. (2002) als endotheliale Progenitorzellen bezeichnet.
Die Korrelation von zirkulierenden endothelialen Progenitorzellen (CEPs) und
kardialen Risikofaktoren ergab, dass ein geringer Anteil an CEPs fur ein
kardiovaskulares Ereignis pradestiniert (Hill et al. 2003).

Die durchgeflihrte Untersuchung ergab fur die nach Mariucci et al. (2010)
bezeichneten zirkulierenden endothelialen Progenitorzellen zu geringe Zellzahlen um
eine aussagekraftige Statistik durchzufuhren. In den von Mariucci et al. (2010)
bezeichneten reifen CECs (CD45- CD146+ CD34+ CD133-) ergaben sich keine

signifikanten Ergebnisse.
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Die Betrachtung der CD45-negativen-bis schwach positiven, CD34-positiven-,
CD133-positiven, CD146-negativen- Zellpopulation ergab einen signifikanten
zeitlichen Verlauf. Zudem fand sich zwischen TO und T1, sowie zwischen TO und T2
ein signifikanter Gruppenunterschied. Die Ischamische Prakonditionierung vermag
zwischen diesen Messzeitpunkten vermutlich eine schnellere Rekrutierung der
genannten Vorlauferzellen aus dem peripheren Blut zu bewirken. Ob diese Zellen ins
kardiale Zielgewebe gelangen, musste durch entsprechende Untersuchungen am
Zielgewebe verifiziert werden. Eine solche Untersuchung kénnte die von Lim et al.
(2010) aufgestellte Hypothese, dass die Fernkonditionierung tGber humorale Faktoren
erreicht wird, um einen weiteren Mechanismus erweitern.

Ein weiterer moglicher Effekt der Ischamischen Fernkonditionierung zeigte sich in
signifikanten Gruppenunterschieden bei der CD45-negativ-bis schwach positiven,
CD34-positiven-, CD133-positiven- Zellpopulation durch deutlich steiler ansteigende
Zellzahlen in der Interventionsgruppe zwischen 48-Stunden postoperativ und
Entlassungszeitpunkt. Auch insgesamt lag bei der Behandlungsgruppe ein zum

Entlassungszeitpunkt deutlich hdheres Zellzahlniveau vor als praoperativ.

Die im Rahmen dieser Arbeit vorliegende Gruppengrofde ist noch nicht ausreichend
fur abschlielende Bewertungen. Hinsichtlich der Rekrutierung ware beispielsweise
eine groRere Eingrenzung der in die Untersuchung eingeschlossenen operativen
Eingriffsarten vorteilhaft, um ahnliche Zeiten an der Herz-Lungen-Maschine zu
gewahrleisten, da ein Einfluss unterschiedlich langer Zeiten auf die erhobenen
Parameter wahrscheinlich ist. Der Einfluss des operativen Eingriffs am Herzen auf den
menschlichen Organismus kann als enorm bezeichnet werden. Der eventuell
hervorgerufene Effekt der hier beschriebenen Intervention auf zellularer Ebene und
auf die Zytokine konnte im Verhaltnis dazu so gering sein, dass er neben der massiven
Reaktion des Korpers auf die Operation nicht mehr statistisch nachweisbar ist. Andere
Autoren beschrieben bislang, dass sich die Ischamische Konditionierung nicht nur tber
humorale Faktoren, sondern auch neuronale Mechanismen auswirkt (Lim et al. 2010).
Als vermittelnde Stoffe sind zudem Adenosin und ebenso Bradykinin beteiligt (Liu et
al. 1991, Schoemaker und van Heijningen 2000), welche durch Aktivierung der
Proteinkinase C die Wachstumsregulation und Differenzierung verstarken (Goto et al.
1995).
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FUr die Klarung des zugrunde liegenden Mechanismus kénnte eine Untersuchung
des Verhaltens der Zytokine und Endothelzellen ohne kardiochirurgischen Eingriff an

einem geeigneten Patientenkollektiv sinnvoll sein.
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5 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit zeigt den Einfluss eines kardiochirurgischen Eingriffs auf die
untersuchten Zytokine sowie auf unterschiedliche Populationen der zirkulierenden
Endothelzellen. Es konnte eine postoperative Stimulation der pro-inflammatorischen
Zytokine IL-6 und IL-8 sowie des anti-inflammatorischen Zytokins IL-10 gefunden
werden. Eine Herzoperation mit Einsatz der extrakorporalen Zirkulation stimuliert das
Immunsystem in den ersten Stunden bis Tagen nach dem Eingriff zur Sekretion
entziindungsférdernder sowie -hemmender Stoffe.

Ein Einfluss der Ischamischen Prakonditionierung mittels vier Perioden funfminGtiger
Ischamie und darauffolgender Reperfusion an einer oberen Extremitat konnte beim
Tumor-Nekrose-Faktor nachgewiesen werden. Die Patienten reagierten in den ersten
zwei postoperativen Tagen mit einer Abnahme des entziindungsférdernden Tumor-
Nekrose- Faktors (TNF) im peripheren Blut, wenn sie der Ischamischen
Prakonditionierung unterzogen wurden, wohingegen TNF bei der Kontrollgruppe in
diesem Zeitraum anstieg.

Die durch Expression des Oberflachenmolektlils CD146 charakterisierten
zirkulierenden Endothelzellen zeigten abnehmende Werte nach der Herzoperation.
Da sie als Marker fur die Effektivitat eines Eingriffs im Rahmen kardiovaskularer
Krankheiten gelten, konnte diese abnehmende Zellzahl einen positiven Effekt der
Operation unterstreichen. Der Einfluss der Ischamischen Prakonditionierung konnte
lediglich zwischen T1 und T2 bei der CD45- CD146+ CD105+ Zellpopulation gezeigt
werden. Die Marker belegen, dass diese Zellpopulation zirkulierende Endothelzellen
umfasst.

Die hier untersuchten CD34+ und CD133+ Vorlauferzellen traten nach dem Eingriff in
héherer Zahl im peripheren Blut auf. Endotheliale Progenitorzellen mit CD45- CD34+
CD133+ CD146- nahmen bei Behandlung mit Ischamischer Fernkonditionierung
direkt postoperativ ab, was eine schnellere Rekrutierung dieser Zellen in das
Zielgewebe annehmen lasst.

Die abschlief’ienden Ergebnisse bezlglich des klinischen Einflusses der
Ischamischen Fernkonditionierung im Rahmen der Multicenterstudie stehen noch
aus. Sollte sich hierbei der erhoffte positive Effekt auf Gesamtmortalitat,
postoperative vaskulare Ereignisse (Myokardinfarkt oder Schlaganfall), die Dauer der

intensivmedizinischen Behandlung und Hospitalisierung sowie neu aufgetretenes
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Vorhofflimmern oder Delirium zeigen, gilt es weitere Untersuchungen zur Klarung des
zugrunde liegenden Mechanismus zu initileren, da anhand der hier vorliegenden

Ergebnisse noch keine endgultigen Schlisse gezogen werden kdnnen.
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Anhang

Thesen

1. Die Entwicklung der Herz-Lungen-Maschine war ein Meilenstein fur die
Kardiochirurgie wie sie heute Verwendung findet. Neben dem grol3en
klinischen Nutzen fur den Eingriff sind auch eine Vielzahl an Nebenwirkungen
bekannt, unter anderem der sich auf viele Organsysteme auswirkende
Reperfusionsschaden.

2. Gegenstand aktueller Forschungen ist es den Reperfusionsschaden weiter zu
minimieren, unter anderem mittels Ischamischer Konditionierung. Ischamische
Fernkonditionierung gilt als hoffnungsvolle, nicht-invasive Methode, deren
Effektivitdat im Rahmen der RIPHeart-Studie untersucht wird.

3. Die Durchflusszytometrie ist ein geeignetes Verfahren zur Analyse von
Zytokinen und Zellpopulationen um den zeitlichen Verlauf dieser Parameter im
Rahmen von kardiochirurgischen Eingriffen und den Einfluss der
Ischamischen Fernkonditionierung zu untersuchen.

4. Herzoperationen stimulieren die postoperative Ausschittung sowohl anti- (IL-
6, IL-8) als auch proinflammatorischer (IL-10) Zytokine.

5. Die Ischamische Fernkonditionierung begrenzt moglicherweise einen Anstieg
des entziindungsfordernden TNF nach kardiochirurgischem Eingriff.

6. Eine signifikante postoperative Abnahme von zirkulierenden Endothelzellen
uber die Zeit kann den positiven Effekt des operativen Eingriffs zeigen.

7. Die Ischamische Prakonditionierung hat moglicherweise einen Einfluss auf
zirkulierende Endothelzellen mit CD105-Expression.

8. Die Abnahme der mobilisierten Progenitorzellen nach dem Eingriff kann deren
Rekrutierung ins Zielgewebe im Rahmen kardiovaskularer Ereignisse
unterstreichen.

9. Der Einfluss der Ischamischen Fernkonditionierung auf zirkulierende
endotheliale Progenitorzellen und zirkulierende Endothelzellen sowie
Zytokine/Wachstumsfaktoren zeigte sich nur vereinzelt. Fur die Klarung eines
zugrunde liegenden Mechanismus sind klinische Studienergebnisse
abzuwarten und neue Untersuchungen ohne den enormen Einfluss der

Herzoperation empfehlenswert.
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