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Einleitung

1 Einleitung
1.1 Stellenwert der Herzchirurgie
1.1.1 Kardiovaskulire Erkrankungen

Die weltweite Privalenz der kardiovaskuldren Erkrankungen nimmt stetig zu und hat sich
in den letzten 30 Jahren fast verdoppelt (Roth et al., 2020). Mit steigender Privalenz
wichst auch die Mortalitdt durch Herz-Kreislauferkrankungen, die global die héufigste
Todesursache darstellen (WHO, 2021). Es starben im Jahr 2019 ca. 18,6 Millionen
Menschen an den Folgen einer kardiovaskuldren Erkrankung. Dazu zihlen beispielsweise
hypertensive Herzerkrankungen, Kardiomyopathien, ischdmische Herzerkrankungen
sowie Schlaganfille und intrazerebrale Blutungen. Davon bilden die ischdmischen
Herzerkrankungen mit 49,2 % aller durch kardiovaskuldre Erkrankungen verursachten
Tode weltweit den mit Abstand gréten Anteil. Neben der Zunahme der Mortalitit lasst
sich eine deutliche Steigerung des Anteils der mit Behinderung bzw. mit Krankheit
gelebten Jahre verzeichnen. Zuriickzufiihren sind diese steigenden Werte auf ebenso
zunehmende Risiken fiir Herz-Kreislauferkrankungen, die sich aus metabolischen,
umwelt- und verhaltensbedingten Faktoren zusammensetzen. Dazu zdhlen unter anderem
ein hoher systolischer Blutdruck, Hypercholesterindmie, Adipositas, Hyperglykdmie,
wenig korperliche Aktivitdt sowie Tabak- und Alkoholmissbrauch.

Auch in Deutschland stellen die Herz-Kreislauferkrankungen noch vor den

Krebserkrankungen mit 331 211 Verstorbenen im Jahr 2019 die Haupttodesursache dar.

1.1.2 Operative Behandlung

Einige Herzerkrankungen konnen neben der medikamentdsen Therapie durch
kardiologische Interventionen, beispielsweise die perkutane Koronarintervention (PCI),
oder durch herzchirurgische Eingriffe behandelt werden (Bangalore et al., 2020).

Allein im Jahr 2021 wurden trotz der COVID-19-Pandemie in Deutschland 161 261
herzchirugische Operationen durchgefiihrt (Beckmann et al., 2022). Dazu zéhlen unter
anderem Bypass-Operationen, Eingriffe an den Herzklappen, kongenitale
Herzoperationen sowie Herzschrittmacher- und Defibrillatoren-Eingriffe und
Operationen an der herznahen Aorta (Beckmann et al., 2022).

Eine groBe Gruppe der herzchirurgischen Eingriffe machen dabei die arteriellen oder

vendsen Koronararterienbypass-Operationen (CABG) aus (Beckmann et al., 2022).
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Durch diese Art von Eingriff wird eine Reperfusion der ischdmischen Anteile des Herzens
ermOglicht (Golabchi et al., 2012). Die Summe aus der Gruppe der isolierten CABG und
der CABG in Kombination mit anderen herzchirurgischen Eingriffen entspricht mit 36
122 Fillen ungefdhr einem Viertel aller Eingriffe. Dabei handelt es sich in 27 947 Féllen
um isolierte CABG. Sowohl die kombinierten als auch die isolierten Eingriffe wurden
zum Grofiteil (97,4 % der kombinierten und 76,1 % der isolierten) mithilfe einer
extrakorporalen Zirkulation durch die Herz-Lungen-Maschine (HLM) durchgefiihrt
(Beckmann et al., 2022).

Neben den CABG bilden die Herzklappen-Operationen die zweite grofle Gruppe
herzchirurgischer Eingriffe. Von den 36 714 Herzklappen-Operationen im Jahr 2021
wurde ca. die Hélfte mit HLM durchgefiihrt. Dabei wurden 19 242 Herzklappen
kathetergestiitzt eingesetzt (Beckmann et al., 2022).

Sowohl bei der Behandlung der Herzklappen als auch im Kontext von ischdmischen
Herzerkrankungen ist in den letzten Jahren eine Zunahme der Interventionen bei
sinkender Tendenz der chirurgischen Eingriffe zu verzeichnen (Andresen, 2021;
Beckmann et al., 2022). Dies beruht sicherlich auf der weniger invasiven und daher
leichter durchfiihrbaren Natur der interventionellen Eingriffe (Caldonazo et al., 2022).
AuBerdem stellen die Interventionen eine Behandlungsoption fiir Patientengruppen mit
einem hohen Operationsrisiko dar (Deb et al., 2013). Die Zunahme der PCI im Vergleich
zur CABG beispielsweise zeichnet sich jedoch nicht nur durch positive Effekte aus,
sondern auch durch eine hohere Notwendigkeit sekunddrer Eingriffe nach PCI als nach
CABG (Deb et al., 2013). AuBBerdem konnte in der Orbita-Studie bei Patienten und
Patientinnen mit einer 1-Gefd3-KHK kein signifikanter Vorteil der PCI im Vergleich zu
einer Scheinbehandlung gezeigt werden, was auf eine Uberversorgung mittels PCI
hindeutet (Al-Lamee et al., 2018).

Empfohlen wird die PCI vor allem bei einfachen Koronarerkrankungen mit niedrigem
SYNTAX-Score (Deb et al., 2013; Neumann et al., 2019). Letzterer beschreibt dabei die
Komplexitit der koronaren Herzerkrankungen (Andresen, 2021). Die demografische
Entwicklung in Deutschland zeigt jedoch ein stetig steigendes Alter der Patienten und
Patientinnen sowie einen damit einhergehenden hoheren Anteil an Begleiterkrankungen,
was zu einem komplexeren perioperativen Risikoprofil fiihrt (Beckmann et al., 2022).
Vor allem diese Patientengruppe, die sich durch multiple Vorerkrankungen sowie
MehrgefdBerkrankungen und eine erhdhte Komplexitét der einzelnen koronaren Lésionen

auszeichnet, profitiert von einer chirurgischen Behandlung mit einem besseren Outcome
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(Deb et al., 2013; Head et al., 2018). Das spiegelt sich in der genannten Patientengruppe
in Form einer geringeren Gesamtmortalitit in Langzeitbeobachtungen sowie in einem
geringeren Schlaganfall- und Myokardinfarktrisiko nach CABG in Relation zur PCI
wider (Farkouh et al., 2019).

Dementsprechend ist gemaf3 der aktuellen Leitlinie der European Society of Cardiology
bei einer stabilen koronaren Herzkrankheit mit einem hohen SYNTAX-Score die CABG
der PCI vorzuziehen (Neumann et al., 2019). Am Beispiel der ischdmischen
Herzerkrankungen wird dadurch trotz sinkender Fallzahlen die Relevanz der

kardiochirurgischen Therapie verdeutlicht.

1.2 Ischimie-Reperfusionsschaden
1.2.1 Bedeutung

Ein Ischdmie-Reperfusionsschaden (IRI) entsteht durch die Reperfusion eines zunichst
minderperfundierten Versorgungsgebiets. Beispiele dafiir sind die Behandlung akuter
Geféafverschliisse in Form eines akuten Myokardinfarkts (AMI) und eines Schlaganfalls
mittels Thrombolyse, Angioplastie und operativer Revaskularisierungen. Der IRI spielt
aulerdem eine bedeutsame Rolle bei vielen routineméBigen gefdBchirurgischen
Operationen sowie Organtransplantationen und Operationen mit HLM. Er kann ebenso
durch schwere Traumata sowie im Kreislaufschock entstehen (Dorweiler et al., 2007).
Wihrend der Ischdmie-Phase erleidet ein Teil der Zellen einen irreversiblen Zelltod, ein
Teil bleibt definitiv lebensfdhig und ein anderer Teil potenziell lebensfahig (Dorweiler et
al., 2007). Letzterer muss geschiitzt werden, um moglichst viele vitale Zellen zu erhalten
(Collard, 2001; Dorweiler et al., 2007). In der Intention, das Ausmal} des Zellschadens
gering zu halten und somit den maximal realisierbaren Erhalt der Organfunktion zu
gewdhrleisten, wird die Reperfusion nach einer Organischimie schnellstmdglich
angestrebt. Es wurde jedoch auch erschlossen, dass die Wiederherstellung des
Blutflusses, nicht nur positive Effekte mit sich bringt, obwohl sie notwendig ist. Die
Reperfusion kann die am betroffenen Organ durch die Ischdmie verursachten Schiden
verschlimmern und iiber unterschiedliche Signalwege zusitzlich zu Gewebeschidden in
entfernten Organen fiihren.

Eine CABG stellt als eine Reperfusionsoption bei myokardialer Ischdmie ein Beispiel fiir
den IRI dar. Dabei ldsst sich durch den Eingriff einerseits die akute lokale Ischdmie

beheben und eine Reperfusion des betroffenen Areals erreichen. Auf der anderen Seite
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wird bei der CABG mit HLM durch das Abklemmen der Aorta das Herz vom
systemischen Kreislauf entkoppelt und dadurch voriibergehend eine globale myokardiale
Ischdmie mit darauffolgender Reperfusion erzeugt. Paradoxerweise entsteht nicht nur
durch die Behandlung des GefdaBverschlusses, sondern auch durch die
Behandlungsmethode ein IRI, dessen Ausmal} aus genannten Griinden moglichst gering

gehalten werden muss (Hausenloy et al., 2012).

1.2.2 Pathomechanismus Ischimie-Repferfusionsschaden

Der IRI setzt sich aus einem komplexen Netz an multifaktoriellen Schéidigungen
zusammen. Dazu gehoren einerseits intrazellulire Reaktionen wie die Calcium (Ca®")-
Erhohung im Zytoplasma, die Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) und die
Erhohung der Durchléssigkeit von Mitochondrialen Permeabilitits-Transitions-Poren
(MPT), andererseits extrazelluldre Reaktionen, die unter anderem durch eRNA und TNF-
a vermittelt werden (Fischer et al., 2012). Diese Mechanismen kdnnen zu einem
Zelluntergang durch Apoptose, Autophagie sowie Nekrose und Nekroptose fiihren
(Kalogeris et al., 2012).

Wiéhrend der Ischimie kommt es zu einer Abnahme der Energieproduktion in der
Atmungskette der Mitochondrien (de Groot & Rauen, 2007). Die oxidative
Phosphorylierung wird gehemmt, was in einem Abfall des Energietrigers
Adenosintriphosphat (ATP) miindet. Die sauerstoffabhiingigen Zellen sind dann auf die
anaerobe Glykolyse angewiesen, die den Energiebedarf aber nur teilweise decken kann
(de Groot & Rauen, 2007; Hoffman et al., 2004). Infolgedessen kommt es durch die
Ansammlung von Laktat, Protonen (H") und Nicotinamidadenindinukleotid (NAD") zu
einem Abfall des pH-Werts (Kalogeris et al., 2012). Um die Azidose zu kompensieren,
werden H'-Tonen im Austausch gegen Natriumionen (Na*) tiber den Na*/H"-Austauscher
aus der Zelle transportiert. Das ansteigende Na“ kann wegen des bestehenden ATP-
Mangels nicht durch den Austausch gegen Kalium (K*) mittels Na*/K*-ATPase eliminiert
werden. Diese Aufgabe {ibernimmt der Na*/Ca?*-Austauscher. Die Ca?*-Konzentration
steigt intrazelluldr an (de Groot & Rauen, 2007; Karmazyn, 1999). AuBlerdem sind die
Ca®*-Speicher des endoplasmatischen sowie sarkoplasmatischen Retikulums durch eine
verinderte Aktivitét ihrer Calcium-ATPase sowie durch vermehrte Freisetzung von Ca**
liber die Ryanodin-Rezeptoren beeintrichtigt. Dies flihrt zusitzlich zu steigenden Ca?*-
Spiegeln im Zytoplasma (Talukder et al., 2009). Durch die Beseitigung der H*-Ionen bei

der Reperfusion kommt es zu einem Anstieg des Protonengradienten und daraus folgend
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zu einem weiteren Anstieg der Ca?*-Konzentration (Talukder et al., 2009). Die hohen
Ca**-Konzentrationen stellen eine der Komponenten der Zellschddigung durch IRI dar
und ldsen verschiedene Folgereaktionen aus. Zum einen werden intrazelluldre Enzyme
wie Proteasen und Endonukleasen aktiviert, die intrazelluldre Proteine abbauen und
proapoptotische Signalkaskaden einleiten (Seal & Gewertz, 2005). Zum anderen werden
die Ca**-Ionen bedingt durch die hohen Konzentrationen entlang des elektrochemischen
Gradienten durch den Ca?'-Uniporter in die Mitochondrien transportiert (Bernardi &
Petronilli, 1996). Hier tragen sie wiahrend der Reperfusions-Phase gemeinsam mit der
erhohten Produktion von ROS in Kombination mit dem wieder steigenden pH-Wert zu
einer Offnung der MPT an der Innenmembran der Mitochondrien bei (Bauer & Murphy,
2020; Halestrap, 2004; Ong & Gustafsson, 2012). Dadurch flieBen Stoffe mit geringem
Molekulargewicht wie Wasser (H2O) entlang des kolloidosmotischen Drucks in die
Mitochondrien und die Zelle schwillt an. Die dullere Mitochondrienmembran kann rei3en
und den Zelltod auslésende Proteine freisetzen. Durch die nun frei durchléssige innere
Mitochondrienmembran wird der elektrochemische Gradient zerstort und ATP
hydrolysiert, was zu einer Aktivierung abbauender Enzyme fiihrt. Schliefen sich die
Poren nicht, resultiert eine Nekrose. Auch bei sich wieder schlieBenden Poren ist der
Untergang durch Apoptose mdglich. Aulerdem kénnen Organell- und Zellschwellungen
in der Ruptur der Plasmamembran auftreten und extrazelluldre Entziindungsreaktionen
auslosen (Ong & Gustafsson, 2012). Die Erh6hung des intrazelluldren Ca**-Spiegels fiihrt
dartiber hinaus zu einer Hyperkontraktur der Kardiomyozyten, was im Zelltod miindet
(Yellon & Hausenloy, 2007). Zudem ziehen die hohen Ca**-Spiegel eine Aktivierung des
Arachidonsduremetabolismus nach sich, der die Adhidsion der Neutrophilen im
betroffenen Gebiet und somit einen oxidativen Burst fordert (Sha’afi & Naccache, 1985).
Das Zusammenspiel aus vermehrten ROS und steigendem intrazellulirem Ca?*-Spiegel
kann die kontraktile Leistung der Myofibrillen der Kardiomyozyten beeintrachtigen und
zu einer potenziell reversiblen mechanischen Funktionsstorung beitragen. Diese
sogenannte myokardiale Betdubung begiinstigt auch die Entstehung einer
Herzinsuffizienz (Kloner et al., 1998).

Die ROS beim IRI entstehen nicht nur durch die Erhéhung der Ca?*-Konzentration,
sondern unter anderem auch durch den Energiemangel, hervorgerufen {iber den Abbau
von ATP zu Hypoxanthin und die Umwandlung des Enzyms Xanthin-Dehydrogenase in
die Xanthin-Oxidase (Maxwell & Lip, 1997; Schaffer et al., 1983). Im Zuge der
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Reperfusion beschleunigt die Xanthin-Oxidase die Umwandlung von Sauerstoff und
Hypoxanthin zu ROS (Collard, 2001; Maxwell & Lip, 1997).

Auch die ROS selbst leiten unterschiedliche Signalwege ein. Vermutet wird, dass sie fiir
die Induktion elektrophysiologischer Storungen verantwortlich sind, die zu ventrikuléren
Arrhythmien fithren (Hearse & Tosaki, 1987).

Dariiber hinaus konnen sie mit allen Komponenten der Zellen reagieren und direkte
Schiaden an Lipiden, Proteinen und der DNA anrichten, die einen Verlust der
Zellintegritét, der Enzymfunktion und der genomischen Stabilitét zur Folge haben.
Zusitzlich fiihren ROS iiber die Aktivierung des Komplementsystems zur Bildung
proinflammatorischer Mediatoren. Diese verdndern die vaskuldre Homdostase und
konnen lokale sowie systemische Entziindungsreaktionen hervorrufen. Es kommt zu einer
Verstiarkung der Chemotaxis sowie zu einer Leukozytenaktivierung und zur Produktion
von Zytokinen wie dem Tumornekrosefaktor-a (TNF-a). Der spezifische
Transkriptionsfaktor ,nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells®
(NfkB) wird einerseits durch die ROS, andererseits durch das Komplementsystem
aktiviert und fordert zusitzlich die Leukozyten-Adhésion sowie die Genexpression der
Zytokine (Collard, 2001; Forstermann et al., 2017; Hensley et al., 2000; Schreck et al.,
1992; Zhao et al., 2022).

Die beschriebenen Signalwege sind in Abbildung 1 veranschaulicht.
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Abbildung 1 Pathomechanismen des Ischdmie-Reperfusion-Schadens
Quelle: Yellon & Hausenloy, 2007, S. 1125
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Neben den intrazelluldren Reaktionen gibt es extrinsisch auf die Kardiomyozyten
einwirkende Faktoren. Im Rahmen einer gewebeschéddigenden Situation, wie sie beim IRI
vorliegt, werden groe Mengen intrazelluldre Bestandteile aus den Zellen freigesetzt
(Cabrera-Fuentes et al., 2014; Zernecke & Preissner, 2016). Dazu gehdren auch die
extrazelluldren Ribonukleinsduren (eRNA). Sie setzen sich aus verschiedenen Formen
von Ribonukleinsduren (RNA) zusammen und beinhalten alle Arten der RNA, die sich in
der extrazelluliren Fliissigkeit befinden. Die Zusammensetzung hidngt von dem
betroffenen Zelltyp, dem auslosenden Stimulus sowie der Art der Zellverletzung und dem
pathophysiologischen Kontext ab (Zernecke & Preissner, 2016). Eine eRNA weist unter
physiologischen Bedingungen eine geringe Plasmakonzentration auf, die durch
Gewebeschidden drastisch ansteigen kann (Fischer et al., 2014; Zernecke & Preissner,
2016). Die freigesetzte eRNA wirkt dann einerseits protektiv als Alarmsignal des Wirts
und fithrt zu Abwehrreaktionen, andererseits 10st sie eine Reihe bereits bekannter
Signalwege aus, die am IRI beteiligt sind (Fischer & Preissner, 2013).

Dazu zihlt unter anderem die Odementstehung durch Erhéhung der Permeabilitiit in
Endothelzellen an den betroffenen GefiaBBen (Fischer et al., 2007). Dabei kommt es zu
einer Interaktion der polyanionischen RNA mit dem Vascular Endothelial Growth Factor
(VEGF). Dieser bindet sich an das Neuropilin-1 Protein, das als Korezeptor zur
Phosphorylierung des VEGF-Rezeptor-2 dient. Dadurch kommt es zu einer Aktivierung
der Phospholipase C, was die Freisetzung von intrazellulirem Ca®* verursacht. Der
erhohte Ca?*-Spiegel fiihrt dann zu einer Steigerung der parazelluliren Permeabilitét
(Fischer et al., 2007, 2009). Des Weiteren wird die Hyperpermeabilitit durch eine
Umstrukturierung der Tight-Junction-Proteine sowie der Proteine des Zytoskeletts
bedingt (Fischer et al., 2007; Kevil et al., 2000; Pedram et al., 2002).

Die Erhohung des intrazelluliren Ca?* fiihrt zudem zu einer Exozytose der Weibel-
Palade-Kdorperchen. Diese setzen vasoaktive Substanzen wie den von-Willebrand-Faktor
(VWF) oder p-Selektin frei, was zur Entstehung vaskuldrer Thrombosen und
Entziindungsreaktionen beitrigt (Fischer et al., 2009).

Diese prokoagulatorischen Eigenschaften der eRNA zeigen sich auflerdem in der
Fahigkeit, Kontaktphasenproteine zu aktivieren. Dazu gehdren die Gerinnungsfaktoren
VII, XI und XII. Die eRNA stellt eine natiirliche Fremdoberflache dar und dient dadurch
als Kofaktor zur Aktivierung der Proteasen. Dies fordert die Blutgerinnung mit
Auswirkungen auf eine pathologische Thrombusbildung (Kannemeier et al., 2007,

Nakazawa et al., 2005).
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Weiterhin wirkt die eRNA prothrombotisch durch die Fahigkeit, eine der Heparin-
induzierten der Thrombozytopenie (HIT) &hnliche Reaktion auszuldsen. Dabei binden
sich die an der Oberfldche der eERNA exponierten negativ geladenen Phosphatreste an das
Chemokin Plittchenfaktor 4 (PF4) und bilden einen Komplex, der mit Immunglobulin G
reagieren kann. Dadurch kommt es zur Aktivierung der Thrombozyten, was mitunter
thrombembolische Ereignisse auslost (Jaax, 2013).

Zusitzlich werden durch die Freisetzung von eRNA im Rahmen von Gewebeschdden
iiber unterschiedliche Signalwege Entziindungsreaktionen hervorgerufen. Die eRNA ist
in der Lage, das VEGF/VEGF-Rezeptor-2-System zu aktivieren. Hier wird nicht nur, wie
oben beschrieben, die Hyperpermeabilitit gefordert, sondern es sind auch eine verstirkte
Adhision sowie Transmigration von Leukozyten zu beobachten. Auflerdem bewirkt sie
eine Mobilisation proinflammatorischer Substanzen aus Monozyten. Dafiir wird unter
anderem der NFkB aktiviert, der im Zellkern die Transkription entziindungsrelevanter
Gene wie TNF-a induziert. Die Freisetzung von TNF-a erfolgt zusitzlich iiber die
Aktivierung des TNF-a converting enzyme (TACE) durch die eRNA. TNF-a wirkt
synergistisch zur eRNA, indem es ebenfalls die Adhdsion und die Transmigration der
Leukozyten fordert (Fischer et al., 2012).

Hohe TNF-o-Spiegel fordern im Sinne eines Circulus vitiosus durch positive
Riickkopplung eine zusitzliche Freisetzung von eRNA aus den Zellen (Simsekyilmaz et
al., 2014). Paradoxerweise wirken im Gegensatz dazu niedrige Spiegel von TNF-a sogar
protektiv auf das Myokard. Diese Werte werden jedoch im Rahmen der durch die eRNA
bedingten Freisetzung tliberschritten und spielen beim IRI keine Rolle (Skyschally et al.,
2007).

Das Zusammenspiel aus eRNA und TNF-a dient als Stimulus zur Bildung von ROS.
Zudem wird die Moglichkeit, die freien Radikale zu eliminieren, durch eine Verringerung
antioxidativer Enzyme wie der Superoxiddismutase oder Peroxiredoxin-3 erschwert.
Die Mechanismen, iiber die die ROS zum Zelluntergang fiihren, stellen sich analog zu
den bereits erlduterten intrazelluldren Signalwegen dar (Cabrera-Fuentes et al., 2014).
Neben den bereits genannten Folgen kann der IRI auch zu einer mikrovaskuldren
Obstruktion fithren (Krug et al., 1966). Zur Entstehung tragen einige der bereits
genannten Signalwege bei. Zusidtzlich zu der ddembedingten Kapillarkompression
spielen die Freisetzung thrombogener und vasoaktiver Substanten sowie eine
Verstopfung der Gefdlle durch neutrophile Granulozyten eine Rolle (Ito, 2006; Kloner et
al., 1980; Luo & Wu, 2006). Dabei kommt es zu der Unfdhigkeit, die zuvor ischdmische
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Region zu reperfundieren, was sich in einem reduzierten koronaren Blutfluss zeigt
(Iwakura et al., 1996). Dies kann zu einer Vergroferung des Infarktareals, zu einer
Verringerung der linksventrikuldren Ejektionsfraktion sowie zu einem ungiinstigen
Remodelling fiihren (Wu et al., 1998), in schweren Fillen sogar zu intrakardialen

Blutungen (Ganame et al., 2009).

1.2.3 Privention des Ischimie-Repferfusionsschadens in der Kardiochirurgie

Wie oben dargelegt, kommt dem IRI und seinen Folgen in der Kardiochirurgie eine grof3e
Bedeutung zu. Deshalb ist es besonders relevant, das Herz zu schiitzen, um die
Beeintrachtigung seiner Funktion und somit die Morbiditdt sowie die Mortalitét
moglichst gering zu halten. Dies bedarf insbesondere unter dem Gesichtspunkt der
Erwdhnung, dass das Risikoprofil fiir perioperative Myokardverletzungen und Infarkte
stetig zunimmt. Erkléren ldsst sich dies unter anderem mit dem steigenden Alter der
Patienten und Patientinnen sowie den damit einhergehenden zunehmenden
Komorbidititen sowie den immer komplexer werdenden Koronarerkrankungen, die
langere Ischimiezeiten erfordern (Hausenloy et al., 2012).

Bis heute sind die komplexen Signalwege des IRI nicht vollstindig gekldrt. Um das
Outcome der Patienten und Patientinnen zu verbessern, wird jedoch stetig daran
gearbeitet, die Pathophysiologie des IRI tiefergehend zu verstehen und basierend auf
neuen Erkenntnissen weitere therapeutische Moglichkeiten zu entdecken und
umzusetzen.

Nachdem 1953 erstmals eine erfolgreiche kardiochirurgische Operation unter
Verwendung eines extrakorporalen Kreislaufs von Dr. Gibbon durchgefiihrt worden war,
entdeckten Melrose et al. 1955 einen Ansatz zur Kardioprotektion wéhrend
kardiochirurgischer Eingriffe unter Einsatz einer HLM (Gibbon & Hill, 1982; Melrose et
al., 1955). Dabei handelt es sich um die pharmakologische Stilllegung des vom
systemischen Kreislauf abgekoppelten Herzens, was als Kardioplegie bezeichnet wird.
Diese wurde erstmals durch die Injektion von Kaliumcitrat in die Koronararterien erzeugt
(Melrose et al., 1955). Dadurch kommt es zu einer Depolarisation der Zellmembran, was
dafiir sorgt, dass Aktionspotentiale nicht weitergeleitet werden und ein reversibler
diastolischer Herzstillstand zustande kommt (Chambers & Fallouh, 2010). Im Laufe der
Jahre wurden die Kardioplegien hinsichtlich Zusammensetzung, Dosierung, Temperatur

und der geeigneten Verabreichungswege weiterentwickelt (Ghiragosian et al., 2022).



Einleitung

Gegenwdrtig zur Durchfithrung der Kardioplegie verwendete Losungen sind unter
anderem die blutbasierten Kardioplegielosungen nach Calafiore und Buckberg. Dabei
findet die Membranstabilisierung der Blutkardioplegien nach Buckberg und Calafiore
iiber eine kaliumreiche extrazelluldre Losung statt (Buckberg, 1987; Calafiore et al.,
1995).

Eine Kardioplegie nach Buckberg besteht aus drei Phasen. Die erste Phase dient der
Induktion der Asystolie und wird je nach préoperativem Zustand des oder der Patienten
oder Patientin kalt oder warm verabreicht. In der zweiten Phase ist zur Aufrechterhaltung
der Asystolie bei abgeklemmter Aorta im 20-Minuten-Takt fiir je zwei Minuten zu
perfundieren. Wihrend der letzten Phase kommt es kurz vor Offnung der Aortenklemme
zur Verabreichung des sogenannten Hot-Shot, der insbesondere der Verminderung des
IRI dient (Buckberg, 1987).

Die ebenso auf Blut basierende Kardioplegie nach Calafiore wird intermittierend,
antegrad und warm verabreicht (Calafiore et al., 1995).

Allen Kardioplegielosungen gemeinsam ist das Ziel, den Metabolismus zu reduzieren und
somit den Sauerstoffbedarf sowie die ATP-Erschopfung des Myokards zu verringern und
damit mehr Zeit bis zur Entstehung irreversibler Schidden zu gewinnen (Buckberg et al.,
1977; Chambers & Fallouh, 2010).

Eine weitere Option, den durch den Eingriff erzeugten IRI zu umgehen, ist, die Operation
am schlagenden Herzen und ohne HLM durchzufiihren. Dabei entfallen die
Notwendigkeit der Kardioplegie sowie die Entkopplung des Herzens vom systemischen
Kreislauf und den damit verbundenen akuten globalen IRI (Hausenloy et al., 2012).

Wie oben erldutert, werden herzchirurgische Operationen in Deutschland dennoch
iiberwiegend unter Verwendung der HLM durchgefiihrt (Beckmann et al., 2022). Durch
die Entkopplung und Stilllegung des Herzens sind dem Chirurgen oder der Chirurgin eine
bessere Sicht und damit ein préziseres Arbeiten moglich (Hausenloy et al., 2012). Die
Off-pump-Operationen weisen im Vergleich mehr unvollstindige Revaskularisierungen
und damit eine hohere Notwendigkeit an Wiederholungseingriffen auf. Zudem zeigen
On-pump-Operationen ein geringeres Risiko fiir Luftembolien sowie bessere Ergebnisse
hinsichtlich der Mortalitit in Langzeitstudien (Chikwe et al., 2018; Hausenloy et al.,
2012; Shroyer et al., 2009). Da sich der IRI bei kardiochirurgischen Eingriffen durch die
beschriebenen Maflnahmen nicht vollstindig verhindern lasst, werden stetig weitere
MaBnahmen zur Protektion des Myokards gesucht. Dazu gehort seit einigen Jahren auch

das Konzept der ischdmischen Konditionierung.
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1.3 Ischimische Konditionierung
1.3.1 Bedeutung

Die ischimische Fernkonditionierung (RIPC) ist eine Technik, die in Studien angewandt
wird, um den IRI sowohl bei kardiochirurgischen als auch bei interventionellen Eingriffen
am Herzen zu minimieren (Davies et al., 2013; Thielmann et al., 2013). Dabei werden vor
der schadigenden Myokardischdmie an einer Extremitit kurze Ischidmie-
Reperfusionsepisoden erzeugt. Die Ischdmie entsteht durch eine vorilibergehende
Okklusion der peripheren Gefdlle mittels Aufpumpens einer Blutdruckmanschette {iber
200 mmHg (Thielmann et al., 2013). Dadurch werden Signalwege aktiviert, die protektiv
auf den IRI am Herzen wirken. Die Funktionsweise der Ubertragung und die beteiligten

Mediatoren sind dabei noch nicht génzlich geklart.

1.3.2 Entwicklung

Bevor das Prinzip der RIPC entwickelt wurde, versuchten Maroko et al. (1972) bereits
1972, die GroBe von Ischdmiearealen bei Myokardinfarkten zu reduzieren.

Dies konnte einige Jahre spiter durch die bahnbrechende Entdeckung des Prinzips der
Prikonditionierung von GefdBBen durch Murry et al. (1986) erreicht werden. Sie
beschrieben erstmals den Effekt der lokalen ischdmischen Prikonditionierung, indem sie
vor der langanhaltenden, potenziell letalen Ischdmie zunéchst subletale, intermittierende
Ischdmie-Reperfusions-Episoden ( = Prikonditionierung) am selben Gefa3 erzeugten.
Diese Prikonditionierung erfolgte im Tiermodell an sieben Hundeherzen. Dafiir wurden
am Ramus circumflexus (RCX) der linken Koronararterie zundchst vier Zyklen einer
jeweils fiinfminiitigen Okklusion gefolgt von einer fiinfminiitigen Reperfusion
durchgefiihrt. Direkt danach war das Gefa8 fiir 40 Minuten komplett verschlossen. Dabei
zeigten sich unter ischdmischer Prékonditionierung eine signifikante Reduktion des
Ischdmiegebiets auf 25 % im Vergleich zur Kontrollgruppe und somit eine deutliche
Reduktion des IRI (Murry et al., 1986).

Auf diesen Erkenntnissen aufbauend fiihrten Pryzyklenk et al. (1993) eine dhnliche Studie
durch. Hier wurde erstmals eine intrakardiale Fernkonditionierung angewandt, somit
nicht das spidter von der Ischdmie betroffene Gefdll, sondern ein benachbartes
konditioniert. Das Fernkonditionieren erfolgte am RCX nach dem gleichen Ablauf wie
bei Murry et al. Die direkt darauffolgende Okklusion wurde jedoch am Ramus

interventricularis anterior (RIVA) durchgefiihrt und dauerte 60 Minuten an. Danach
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folgte fiir 4,5 Stunden eine Reperfusion. Auch hier zeigte sich ein signifikant kleineres
Ischdmieareal als bei der Kontrollgruppe (Przyklenk et al., 1993).

Damit konnte sowohl fiir die direkte Prakonditionierung als auch fiir die Konditionierung
aus der Ferne ein unmittelbar nach der Durchfiihrung bestehender Schutz des Myokards
gegen den Zelluntergang nachgewiesen werden. Es zeigten sich ein maximaler Schutz
nach zwei bis drei Stunden und eine Abnahme nach ca. vier Stunden. Aulerdem wurde
in weiteren Studien fiir beide Konditionierungsmethoden gezeigt, dass nach ca. 24
Stunden ein zweites, etwas weniger robustes Schutzfenster entsteht, das fiir zwei bis drei
Tage anhélt (Hausenloy, Barrabes, et al., 2016; Kuzuya et al., 1993; Lang & Kim, 2022;
Murry et al., 1986). Durch die Erkenntnisse von Przyklenk et al. war bewiesen, dass die
Konditionierung fiir die myokardiale Zytoprotektion nicht zwingend am betroffenen
Gefdl stattfinden muss. Folgestudien belegen die Protektion durch RIPC nicht nur {iber
intrakardial benachbarte Gefédlle, sondern auch iiber eine interorgane Prikonditionierung
beispielsweise der Mesenterialarterie (Gho et al., 1996) sowie von Gefdllen im Bereich
der Niere (Takaoka et al., 1999) oder der Skelettmuskulatur (Birnbaum et al., 1997).
Alle bisher genannten Verfahren der Prakonditionierung zeigen jedoch den Nachteil der
Invasivitdt und eine dadurch schwierige klinische Umsetzbarkeit.

Kharbanda et al. (2002) veroffentlichte spéter Ergebnisse einer nichtinvasiven, einfach
durchfithrbaren und kostengiinstigen RIPC. Die intermittierenden Ischédmie-
Reperfusions-Episoden wurden durch das Aufpumpen einer Blutdruckmanschette auf
200 mmHg an den Extremitéiten erreicht. Im Tiermodell konnte ebenso wie bei den
invasiven Methoden eine Reduktion der myokardialen Ischimie gezeigt werden.
AuBerdem lieB sich in Versuchen an Patienten und Patientinnen eine Reduktion der
endothelialen Dysfunktion nachweisen (Kharbanda et al., 2002).

Wie oben erldutert, tragt die Reperfusion neben der Ischimie wesentlich zum IRI bei. Ein
solcher Reperfusionsschaden ist durch die Verdnderung der Hydrodynamik beeinflussbar
(Okamoto et al., 1986). Auf diesem Wissen basierend wurde von Zhao et al. (2003) eine
weitere Moglichkeit der myokardialen Konditionierung getestet, die ischdmische
Postkonditionierung. Dabei wurden nach der Ischdmie mehrere Zyklen von Perfusion und
Okklusion durchgefiihrt. Diese dauerten allerdings nur jeweils 30 Sekunden an. Es konnte
ein der ischdmischen Prikonditionierung dhnliches Ergebnis erzielt werden (Zhao et al.,
2003). Neben der direkten Prikonditionierung und der Konditionierung aus der Ferne ist

die Postkonditionierung demnach eine weitere Moglichkeit, den IRI zu minimieren,
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allerdings sind dafiir im Gegensatz zur Prakonditionierung invasive Maflnahmen notig
(Heusch, 2015).
Trotz der zahlreichen Studien, die in den letzten 30 Jahren zu diesem Thema durchgefiihrt

wurden, sind die komplexen Signalwege nach wie vor nicht vollstindig geklart.

1.3.3 Mogliche Signalwege

Wie durch den komplexen Pathomechanismus des IRI klar erkennbar ist, gibt es eine
Vielzahl von potenziellen Angriffspunkten fiir die RIPC. Einen davon stellen die
proinflammatorischen Mechanismen dar, die durch den IRI ausgelost werden. Hier
spielen vor allem die neutrophilen Granulozyten als Vermittler der spéteren Phase des IRI
eine grofle Rolle. Hier sind sie primér fiir die Entstehung von oxidativem Stress und von
daraus resultierenden Organschidden verantwortlich (Tapuria et al., 2008). Konstatinov et
al. (2004) zeigten in einer an Menschen durchgefiihrten Studie, dass nach RIPC am
Unterarm die proinflammatorische Gentranskription in zirkulierenden Leukozyten
unterdriickt wird. Dieser antiinflammatorische Effekt zeigt sich bereits nach 15 Minuten
und nimmt dann weiter zu, bevor er nach ca. 24 Stunden nachlésst. Dadurch werden neben
der Zytokinsynthese sowie der Chemotaxis auch die Adhésion der Leukozyten und die
Funktion der angeborenen Immunitdt gehemmt, was zu einer Reduktion der Apoptose
und somit des IRI beitrdgt (Konstantinov et al., 2004).

Zudem scheinen neuronale Signalwege an der Wirkung der RIPC beteiligt zu sein. Dabei
kommt es durch die RIPC zu einer Aktivierung von Nozizeptoren, die periphere
sensomotorische Nerven aktivieren. Diese konnen dann entweder in den humoralen Weg
iibergehen und einheitliche Molekiile ins Blut abgeben und/oder Signale iiber das
Riickenmark aussenden. Dadurch kommt es zu einer Aktivierung sowohl der
sympathischen als auch der parasympathischen Efferenzen des Herzens, was zu einer
lokalen Ausschiittung kardioprotektiver Substanzen fiihrt (Heusch et al., 2015). Dass
sowohl Sympathikus als auch Parasympathikus an der Ubertragung beteiligt sind, konnte
durch die medikamentdse Antagonisierung des jeweiligen Systems gezeigt werden
(Donato et al., 2013; Southerland et al., 2007). Die Teilhabe sensomotorischer Nerven
durch nozizeptive Stimulation war tber die Stimulation des Nervus femoralis
nachweisbar. Wahrend eine elektrische Stimulation die Kardioprotektion fordert, liefl
sich eine Aufhebung des positiven Effekts bei Durchtrennung des Nervs beobachten
(Redington et al., 2012). Die spinale Beteiligung an der RIPC konnte ebenfalls durch die
Authebung des protektiven Effekts mittels Ausschaltung der Signaliibertragung im
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Riickenmark nachgewiesen werden. Dies erfolgte einerseits mechanisch durch eine
Durchtrennung des Riickenmarks von Miusen, anderseits durch intrathekale Applikation
von Naloxon (Jones et al., 2009; Wong et al., 2012). Umgekehrt konnte durch Stimulation
der Riickenmarksbahnen eine Verringerung des IRI am Herzen nachgewiesen werden
(Southerland et al., 2007).

Auch humorale Mediatoren nehmen im Rahmen der RIPC eine bedeutsame Rolle ein.
Die humorale Hypothese besagt, dass der ischdmische Stimulus zur Produktion von
Substanzen fiihrt, die in den Kreislauf gelangen und das Myokard erreichen, wo sie tiber
den jeweiligen Rezeptor intrazelluldre Signalwege rekrutieren und eine prophylaktische
Wirkung ausiiben (Gill, 2015). Dass humorale Mediatoren involviert sind, wiesen schon
von Dickson et al. (1999) nach. Damals wurde Blut aus dem koronaren Ausfluss eines
mit RIPC behandelten Kaninchenherzens auf ein unkonditioniertes isoliertes
Kaninchenherz iibertragen. Hier konnte bei darauffolgender Ischidmie eine
Kardioprotektion nachgewiesen werden. Spéter erfolgte eine &hnliche Studie an
Schweinen, in der priakonditioniertes Blut auf denervierte Herzen tibertragen und so die
These der humoralen Ubertragung weiter bestitigt wurde (Konstantinov et al., 2005).
Shimizu et al (2009) konnten zudem nachweisen, dass das von Menschen nach einer
RIPC gewonnene Plasmadialysat auch Kaninchen myokardialen Schutz gewéhrt, was
darauf hindeutet, dass die humoralen Substanzen speziesiibergreifende Wirkungen haben.
Eine Studie, die das Zusammenspiel des humoralen und des neuronalen Systems deutlich
macht, fiihrten Jensen et al. (2012) durch. Dabei wurde ebenfalls humanes Dialysat auf
Kaninchenherzen iibertragen. Das Besondere war, dass ein Teil der Probanden und
Probandinnen unter einem Diabetes litt. Es zeigte sich, dass das Dialysat der Diabetiker
und Diabetikerinnen nur dann protektiv war, wenn sie nicht unter einer peripheren
Neuropathie litten, was die Vorstellung einer humoralen Ubertragung eines neuronal
freigesetzten Signalmolekiils nahelegt. Einige der an den humoralen Signalwegen
beteiligten Mediatoren konnten bereits nachgewiesen werden. Dazu gehdren der Stromal
cell-derived factor-la, das Apolipoprotein A-I sowie das Hitzeschock-Protein-10
(Davidson et al., 2013; Kalakech et al., 2014). Trotz der zahlreichen erfassten beteiligten
Mediatoren konnte das Phinomen der RIPC bisher nicht vollstindig geklart werden
(Heusch, 2015).

14



Einleitung

1.3.4 RNase-1 als Mediator

Basierend auf dem oben erlduterten Ergebnis, dass die eRNA als ein frithes Alarmsignal
fiir Gewebestress oder -schdaden zur Entstehung des IRI beitrdgt, war es naheliegend, dass
auch die Ribonuklease (RNase) als ein natiirlicher Gegenspieler bei der RIPC von
Bedeutung ist (Garnett & Raines, 2022).

RNasen katalysieren den Abbau vieler RNA-Substrate und vermitteln dadurch eine
Vielzahl biologischer Funktionen (Garnett & Raines, 2022). Die RNase-1 ist eine
Ribonuklease vom Pankreas-Typ, die von Wirbeltieren exprimiert wird und in allen
Gewebetypen nachweisbar ist (Beintema et al., 1988; Beintema & Kleineidam, 1998;
Futami et al., 1997). Sie zeigt sich unter anderem fiir den Abbau von eRNA
verantwortlich (Lu et al., 2018). Die im Serum nachweisbare Konzentration der RNase-
1 ist vorwiegend durch die konsekutive Bildung in den vaskuldren Endothelzellen bedingt
(Barrabés et al., 2007; Landré et al., 2002). Zuséatzlich akkumuliert die RNase-1 in
Weibel-Palade-Korperchen der Endothelzelle, die durch proinflammatorische
Mediatoren wie der frei zirkulierenden RNA zur Exozytose und somit unter anderem zur
Freisetzung von RNase-1 angeregt werden (Fischer et al., 2011).

Cabrera et al. (2014) konnten zunichst an Tiermodellen zeigen, dass durch die
Verabreichung von RNase-1 das kardiotoxische Zusammenspiel aus eRNA und TNF-a
antagonisiert wird. Auf diesen Erkenntnissen basierend wurde die RIPC an einer kleinen
Studienpopulation durchgefiihrt, die sich einer CABG unterzog, und unter anderem die
Kinetik von RNase-1, eRNA sowie TNF-a beobachtet. Die proinflammatorischen, bei
der RIPC freigesetzten Mediatoren konnen die Exozytose der Weibel-Palade-Korperchen
bedingen, damit einhergehend einen Anstieg der Konzentration der RNase-1 sowohl im
Blut der A. radialis als auch im Koronarsinus. Demgegeniiber lieen sich aufgrund der
protektiven Wirkung der RNase-1 abfallende Werte der eRNA an beiden Abnahmestellen
sowie des TNF-a vorwiegend im Blut des Koronarsinus beobachten (Cabrera-Fuentes et
al., 2015; Fischer etal., 2011). Uber den Abbau der eRNA durch RNase-1 kann verhindert
werden, dass diese sich an Proteine und Zellen bindet, was die oben erlduterten
Pathomechanismen wie die Entstehung der ROS und die Freisetzung von Zytokinen wie
TNF-o unterbricht und die Forderung des Zelltods verringert. Bestirkt wird die These
dadurch, dass eine sehr niedrige Lactat-Dehydrogenase-Konzentration, ein allgemeiner
Marker fiir den nekrotischen Zelltod, gemessen wurde (Cabrera-Fuentes et al., 2015,

2014). Trotz der vielversprechenden Ergebnisse beziiglich der RNase-1 als Mediator fiir
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die RIPC stellte sich die Studie aufgrund der kleinen Studienpopulation als nicht

ausreichend aussagekriftig heraus.

Cardloprotectlon

Acute Inflammation

J

Cell death

Abbildung 2 RNase-1 als Mediator der RIPC
Quelle: Cabrera-Fuentes et al., 2015, S. 736

1.3.5 Aktuelle Studienlage

Die oben beschriebenen vielversprechenden Ergebnisse in Tiermodellen ermutigten zur
Durchfiihrung einer Vielzahl von Proof-of-Concept-Studien, um die Wirksamkeit von
RIPC auch am Menschen zu belegen. Diese erfolgten meist an kleinen Patientenkohorten
(Heusch & Rassaf, 2016). Der Einfluss von RIPC wurde dabei nicht anhand des
klinischen Outcomes, sondern durch Bestimmung von je nach Studie unterschiedlichen
Surrogatendpunkten wie Troponin I und CK-MB bestimmt (Ali et al., 2010; Thielmann
et al., 2013). Die meisten der so durchgefiihrten Studien zeigen ein positives Ergebnis
beziiglich Minderung der Infarktgréfe. Darauf folgten jedoch keine addquaten Phase-I1-
Studien zur Entwicklung eines einheitlichen und optimalen Umsetzungsprotokolls fiir die
RIPC. Die einzigen bisher durchgefiihrten Phase-III-Studien sind die ERICCA-Studie
sowie die RIP-HEART-Studie (Heusch & Rassaf, 2016). Der Erfolg des RIPC wurde
dabei im Gegensatz zu vielen kleineren Studien hauptsidchlich am klinischen Outcome als
primdrem Endpunkt bemessen (Hausenloy, Candilio, et al., 2016; Heusch & Rassaf,
2016; Meybohm et al., 2015).
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Beide konnten den von zuvor durchgefiihrten Studien suggerierten protektiven Effekt der
RIPC jedoch nicht bestitigen und zeigten ein neutrales Ergebnis (Hausenloy, Candilio, et
al., 2016; Meybohm et al., 2015).

Dabei kann eine Vielzahl von mdglicherweise Einfluss nehmenden Faktoren diskutiert
und eine grofle Divergenz zwischen den verschiedenen Studien festgestellt werden. Nicht
nur die Endpunkte zur Bestimmung der Wirkung von RIPC waren unterschiedlich
gewdhlt, sondern auch die Art des durchgefiihrten Eingriffs variierte. Beide Phase-III-
Studien schlossen Patienten und Patientinnen sowohl mit isolierter CABG als auch mit
CABG in Kombination mit Eingriffen an den Herzklappen ein (Hausenloy, Candilio, et
al., 2016; Meybohm et al.,, 2015), wobei das zusdtzliche Trauma durch den
Klappeneingriff zu einem schlechteren Outcome fithren kann (Heusch & Rassaf, 2016).
Im Gegensatz dazu wurden in vielen Proof-of-Concept-Studien auch die Effekte des
RIPC bei isolierten CABG, Kinderherz-Operationen, akutem ST-Hebungs-Infarkt oder
elektiver PCI beschrieben (Cheung et al., 2006; Davies et al., 2013; Karuppasamy et al.,
2011; White et al., 2015). Anders als in den Laborstudien zeigen Patienten und
Patientinnen, die sich einer CABG unterzichen, ein erhohtes kardiovaskuléres
Risikoprofil bedingt durch Faktoren wie ein hohes Alter, Diabetes und eine
Hyperlipiddmie, was Einfluss auf die Ergebnisse des RIPC nimmt (Ferdinandy et al.,
2014). Eine weitere Ursache fiir das neutrale Ergebnis der Phase-III-Studien stellt die
Form der Anésthesie dar, denn es konnte gezeigt werden, dass die Wirkung von RIPC
unter einer Propofol-Narkose im Vergleich zur volatilen Andsthesie abgeschwicht ist
(Kottenberg et al., 2012). Dabei wurden in der ERICCA Studie 90 %, in der RIP-Heart
Studie sogar 100 % der Narkosen auf Propofol basierend durchgefiihrt (Hausenloy,
Candilio, et al., 2016; Meybohm et al., 2015). AuBBerdem zeigten sich Unterschiede in den
jeweiligen Ein- und Ausschlusskriterien, was das Ergebnis der RIPC ebenfalls erheblich
beeinflussen kann (Heusch & Rassaf, 2016).

Die genannten und weitere bekannte Stdrfaktoren konnen in zukiinftige Uberlegungen
einbezogen werden, um darauf aufbauend ein optimiertes Durchfiihrungsprotokoll fiir die
RIPC zu entwickeln. Ansdtze dafiir sind beispielsweise einer Verldngerung der einzelnen
Zyklen in der Konditionierungsphase und eine hohere Anzahl an Zyklen, um den Effekt
der RIPC zu verstdrken und gegebenenfalls eine signifikante Verbesserung des IRI zu

erreichen.
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1.4 Fragestellung

In Anbetracht der teilweise erniichternden Ergebnisse einiger vorausgegangener Studien
mit vier Zyklen RIPC ist das Ziel dieser Arbeit, daran anzukniipfen und den Effekt von
sechs anstelle von vier Zyklen RIPC anhand der Kinetik des eRNA/RNase-1-Systems zu
untersuchen. Dabei soll zur Erhebung der Unterschiede die Kinetik der Parameter vor
allem zwischen dem vierten und dem sechsten Zyklus sowie nach der RIPC betrachtet
werden.
Insbesondere stehen folgende Punkte im Fokus:
1. Isteine signifikante Steigerung der RNase-1-Aktivitidt wihrend der RIPC, speziell
zwischen dem vierten und sechsten Zyklus, zu beobachten?
2. Wie verdndern sich die Konzentrationen der eRNA sowie des TNF-o wéhrend der
RIPC?
3. Zeigt sich durch die Steigerung der RIPC-Zyklen eine Anderung im
transkardialen Gradienten der verschiedenen Parameter kurz vor der
Aortenklemmung oder kurz nach der Reperfusion der Aorta?

4. Wie verhilt sich die Aktivitdt der RNase-1 nach der Operation?
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2 Material und Methodik
2.1 Studiendesign

Die vorliegenden Daten wurden im Rahmen der RIPC-Studie an der Klinik fiir Herz-,
Kinderherz- und Gefél3chirurgie am Universititsklinikum Giefen im Zeitraum vom
27.04.2020 bis zum 06.06.2020 erhoben. Zur Quantifizierung der Blutproben fand eine
Kooperation mit dem biochemischen Institut der Justus-Liebig-Universitit Gief3en statt.
Ziel der Studie ist die Uberpriifung des Effekts von sechs Zyklen der ischimischen
Priakonditionierung an einer Extremitit auf die myokardiale Schiddigung wihrend Herz-

Operationen unter Einsatz der HLM anhand der Kinetik von RNA, TNF-a und RNase-1.

Die Durchfiihrung der Studie wurde von der zusténdigen Ethik-Kommission der Justus-

Liebig-Universitdt unter dem AZ12/15 am 21.10.2019 genehmigt.

2.2 Studienpopulation

Wihrend des Studienzeitraums wurden alle Patienten und Patientinnen der Abteilung fiir
Herz-, Kinderherz- und Gefdchirurgie des Universititsklinikums Gielen auf eine
mogliche Teilnahme an der RIPC-Studie gescreent und 14 davon eingeschlossen. Die

demografischen Daten der Patienten und Patientinnen sind in Tabelle 1 dargestellt.

Tabelle 1 Demografische Daten

Die Werte in der Tabelle sind als Mittelwerte mit der jeweiligen Standardabweichung oder n in (%) angegeben.
n = Anzahl der Patienten und Patientinnen; BMI = Body-Mass-Index; PCI = Perkutane Koronarintervention;
LVEF = Linksventrikuldre Ejektionsfraktion

Parameter Patienten und
Patientinnen
(n=14)

Alter 66.3+99

BMI (kg/mz) 28.6£5.5

Mainnlich, n (%) 10 (71,4)

Weiblich, n (%) 4 (28,6)

Arterieller Hypertonus, n (%) 14 (100)

Periphere arterielle Verschlusskrankheit, n (%) 1(7,1)

Diabetes mellitus, n (%) 5(@35,7)
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Nierenerkrankung, n (%) 1(7,1)
Hyperlipidédmie, n (%) 14 (100)
Akuter Myokardinfarkt, n (%) 2 (14,3)
Zustand nach Myokardinfarkt, n (%) 3(214)
Vorherige PCI, n (%) 4 (28,6)
Zustand nach Schlaganfall, n (%) 1(7,1)
Linksventrikuldre Funktion

LVEF >50 %, n (%) 6 (42,9)

LVEF 30-50 %, n (%) 7 850)

LVEF <30 %, n (%) 1(7,1)
Dringlich, n (%) 2 (14,3)
Elektiv, n (%) 12 (85,7)

Das Hauptkriterium fiir den freiwilligen Einschluss in die Studie stellte die
Notwendigkeit einer kardiochirurgischen Operation unter Verwendung der HLM dar.
Dazu zdhlen neben der Bypass-Operation auch Herzklappen-Operationen sowie
kombinierte Eingriffe. Weitere verbindliche Einschlusskriterien der Studie waren
Volljahrigkeit und eine schriftliche Einverstdndniserkldrung nach einem ausfiihrlichen

arztlichen Aufklarungsgesprach mindestens 24 Stunden vor der Operation.

Ausgeschlossen wurden Patienten und Patientinnen die sich nicht ausreichend aufkliren
lieBen. Griinde hierfiir waren beispielsweise neurologische Erkrankungen bzw. eine nicht
vorhandene Geschiftsfahigkeit. Weitere Ausschlusskriterien bildeten Operationen ohne
Verwendung der HLM und die drztliche Entscheidung, dass eine Teilnahme an der Studie

nicht vertretbar ist, sowie ein Abbruch auf Wunsch des oder der Patienten oder Patientin.

2.3 Chirurgische Daten

Die Herzoperation wurde geméifl den Einschlusskriterien in allen Fillen unter
Verwendung einer extrakorporalen Zirkulation durchgefiihrt. Alle zehn Patienten und
Patientinnen, bei denen eine isolierte CABG stattfand, erhielten eine Blutkardioplegie
nach Calafiore. Bei den vier Patienten und Patientinnen mit kombinierten Eingriffen
wurde die Kardioplegie nach Buckberg inklusive eines Hot Shots angewandt. Die
Blutkardioplegie war ca. alle 20 Minuten zu wiederholen. Art und Anzahl der Operation

sind in Tabelle 2 dargestellt.
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Art der Operation RIPC
(n=14)

CABG, n 10

CABG + Aortenklappenersatz, n 1

Mitralklappenersatz + Trikuspidalklappenrekonstruktion, n 1
CABG + Ersatz der Aorta ascendens, n 1 CABG

+ Mitralklappenrekonstruktion, n 1

2.4 Studienablauf

REMOTE ISCHAEMIC PRECONDITIONING (RIPC)

OP starts
6 cycles RIPC
L
[ \
Smin 5min S5min Smin Smin Smin Aortic A‘:::I:
Relaxation Relaxation clamping | jamping
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 I ‘[ I I
18 19 20 21
v Blutentnahme mit S-M tte EDTA Rohrchen (rote Rohrchen - 5 ml Blutproben von jedem Patienten 14 16
zu den angegebenen Zeitpunkten wahrend der Herzoperation) 15 17
v Zentrifugieren bei 1600 g, 20 Minuten, 4° C. Den Uberstand in frische 2-ml-Eppendorf-R6hrch
uberfiihren.

v Das aliquotierte Plasma bis zur Analyse bei -80° C aufb
1 Vor RIPC, RA T17 2 min. nach Aorta auf, CS (Operateur)
T2-T13  Wahrend RIPC Zyklus 1-6, 5-Minuten-Absténde, RA T18 30 min. nach Aorta auf, RA
T14 Bei Aorta zu, RA
T15 Kurz vor Aorta zu, CS (Operateur)
T16 2 min. nach Aorta auf, RA
Postoperative
Probenentnahmeyeitpunkte (auf
Intensivstation)
T19 4h post-OP, RA T21  48h post-OP, RA oder PV

T20 24h post-OP, RA

n=14

Abbildung 3 Studienablauf der RIPC

T: Zeitpunkt der Blutentnahme

RA: Radialarterie, CS: Koronarvenensinus, PV: Periphere Vene
n: Anzahl der Probanden und Probandinnen

Quelle: eigene Darstellung

Nach Erfiillen der oben genannten Einschlusskriterien wurden bei

Patientinnen gemif einem auf Abbildung 3 erkennbaren Schema zu

14 Patienten und

19 Zeitpunkten 21

verschiedene Blutproben mit S-Monovetten-EDTA-Rohrchen entnommen.

Abgesehen von den aus dem Koronarvenensinus (CS) entnommenen Blutproben zum

Zeitpunkt der Aortenklemmung und -6ffnung (T15, T17) erfolgten alle intraoperativen
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Blutentnahmen sowie die Blutentnahmen auf der Intensivstation durch den von der
Andsthesie standardméBig gelegten Zugang aus der Radialarterie (RA).

Fand die Verlegung auf eine Normalstation allerdings innerhalb der ersten 48 Stunden
postoperativ statt, wurde ab diesem Zeitpunkt Blut aus einer peripheren Vene (PV)
verwendet.

Die ischdmische Prikonditionierung entstand durch Okklusion einer Extremititenarterie.
Dafiir wurde den Patienten und Patientinnen eine Blutdruckmanschette an einer
individuell gewihlten Extremitdt angelegt. Die Wahl erfolgte dabei den jeweiligen
Operationsbedingungen angepasst. Nach dem in Abbildung 3 erkennbaren Schema wurde
diese iiber sechs Zyklen zunichst fiir jeweils fiinf Minuten auf Werte iiber dem
systolischen Blutdruck (ca. 220 mmHg) aufgepumpt und im Anschluss fiir fiinf Minuten
relaxiert. Insgesamt dauerten die sechs Zyklen aus Inflation und Relaxation 60 Minuten.
Die Zeit zwischen dem Ende des letzten Zyklus und dem Hautschnitt betrug weniger als
30 Minuten.

Da dieses Prozedere von den Patienten und Patientinnen als sehr unangenehm empfunden
werden kann, wurde zuvor die Narkose durch die Anisthesie eingeleitet. Das
Narkoseschema bestand aus Morphin (10 bis 20 mg p. 0.) zur Prdmedikation und einer
ausgewogenen Anisthesie als Kombination aus intravendsen (Propofol, Sufentanil) und
fliichtigen (Isofluran, Sevofluran) Narkosemitteln.

Die erste Blutentnahme (T1) erfolgte direkt nach Einleitung der Narkose vor Beginn der
Prikonditionierung als Baseline. Alle weiteren Blutentnahmen (T2 bis T13) fanden dann
iiber eine Stunde nach jedem flinfminiitigen Zyklus von Inflation sowie Relaxation statt.
Der Zeitpunkt T9 entspricht dabei der Blutentnahme nach vier Zyklen, T13 nach sechs
Zyklen. Diese beiden Zeitpunkte wurden zum Vergleich des Effekts von sechs statt vier
Zyklen verwendet. Die darauffolgenden Blutentnahmen wurden zum Zeitpunkt der
Aortenklemmung sowie -0ffnung jeweils aus dem Koronarsinus durch den oder die
Chirurgen oder Chirurgin (T15, T17) sowie zum selben Zeitpunkt aus dem arteriellen
Zugang (T14, T16) entnommen. Zu diesen beiden Zeitpunkten konnten dadurch die
transkardialen Gradienten von eRNA, TNF-o und RNase-1 berechnet werden.
Postoperativ erfolgten die Blutentnahmen nach 30 Minuten sowie nach vier, 24 und 48

Stunden, um die Dynamik der Parameter {iber diesen Zeitraum bestimmen zu konnen.
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2.5 Analyse der Proben
2.5.1 Allgemein

Die Vollblutproben wurden nach Abnahme schnellstmdglich bei 1600 g und 4 °C fiir 20
Minuten mit der Zentrifuge Hettich Rotina 46R zentrifugiert, der Uberstand war in drei
2-ml-Eppendorfgefilie zu pipettieren und bei -80 °C bis zur Quantifizierung einzufrieren.
In das fiir die RNA-Analyse vorgesehene Gefdll wurde zusitzlich ein RNase-Inhibitor (1
ul pro 500 ul Probe) gegeben, um den Abbau der vorhandenen eRNA zu verhindern. In
der Intention, die Proben nicht zu schidigen, wurden diese vor der Analyse mdglichst

langsam und vorsichtig auf Raumtemperatur erwérmt.

2.5.2 RNA-Isolation und -Quantifizierung

Zur RNA-Quantifizierung erfolgte zunéchst die Isolierung der RNA von den restlichen
Plasmabestandteilen. Dazu wurde 1 pl Proteinkinase K (50 pg/ul) in 400 ul Gewebe- und
Zell-Lyse-Losung geldst und zu 100 pl Plasmaproben pipettiert. Die Zusammensetzung
war daraufhin zu mischen und 15 Minuten bei 65 °C unter Schiitteln zu inkubieren,
gefolgt von einer 15-miniitigen Inkubation auf Eis. Zur Entfernung von verbleibenden
Zelltrimmern wurden 250 pl MPC-Protein-Ausfallungsreagenz hinzugefiigt und die
Proben zehn Sekunden lang gemischt. Anschlieend erfolgten zwei Waschvorginge, bei
denen die Proben fiir zehn Minuten bei 4 °C und 10 000 g zentrifugiert wurden. Der
Uberstand war jeweils in ein sauberes Eppendorfgefil zu iiberfiihren.

Die Nukleinsdure wurde ausgefillt, indem 600 pl Isopropanol hinzukamen, die Proben
vorsichtig 30- bis 40-mal gewendet und erneut zehn Minuten bei 4 °C und 10 000 g
zentrifugiert wurden. Das Isopropanol wurde vorsichtig abgesaugt. Um die RNA-Pellets
zu konsolidieren, wurden sie zweimal mit je 500 ul 75%igem Ethanol wie zuvor
beschrieben erneut zentrifugiert. Das Ethanol wurde entfernt und die RNA 30 Minuten
unter dem Abzug getrocknet. AnschlieBend war die RNA in jeder Probe mit 21 pul RNase-
Reinstwasser zu 16sen und vor der Quantifizierung 20 Minuten auf Eis zu inkubieren.
Die Quantifizierung erfolgte fluorometrisch unter Verwendung des Kits Qubit RNA HS
Assay von Thermo Fisher Scientific nach den Herstellerangaben. Das Kit wurde auf
Raumtemperatur erwdrmt und gemiB Abbildung 4 verwendet. Fiir jede Probe waren 199
pul Quanti Buffer mit 1 pl Quanti Reagent zu mischen, um eine Arbeitslosung
herzustellen. Die Konzentrationsdaten wurden anhand der Beziehung zwischen den

beiden wihrend der Kalibrierung verwendeten Standards generiert. Hierfiir waren 10 pl
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jeder der beiden Standards (S1 = 0 ng/ul RNA und S2 = 10 ng/ul RNA) mit 190 pl
Arbeitslosung zu mischen und zwei Minuten lang bei Raumtemperatur zu inkubieren.
Von den zu messenden Proben wurden 20 ul mit 180 pl Arbeitslosung gemischt und
ebenfalls zwei Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Um Messfehler zu minimieren,

erfolgten alle Messungen im Duplikat.

Srandards from kit
Ensure all reagents are

at room temperature

o II

it

iQuant™

Reagent
User Samples

/ﬁﬁﬂ\\ ﬁ
49\ TT3

iQuant™ { el \l\ 1= 5V;L\ 1= bOuL\l ‘;\)uL\

|0uL |0uL

R 17 t{ Final volume
/190 uL U is 200 pL

Buffer Working

Solution ‘7 T F Final volume
I\ ) 150199 lJ is 200 pL

Abbildung 4 Quantifizierung der RNA
Quelle: Bedienungsanleitung Qubit™ RNA HS Assay Kit, Thermo Fisher Scientific, 2020, S. 6

2.5.3 TNF-a Bestimmung

Die Bestimmung des TNF-a -Spiegels erfolgte mittels eines Enzyme-linked
Immunosorbent Assay (ELISA). Dafiir kam das Set Human TNF alpha Uncoated ELISA
von Thermo Fisher Scientific gemif3 der Anleitung zum Einsatz.

Zunichst wurden nach dem Sandwich-Prinzip 100 pl des Fianger-Antikrpers nach einer
1:250-Verdiinnung mit Coating Buffer in jede Vertiefung der CorningTM CostarTM
9018 ELISA-Platte gegeben, die Platte wurde verschlossen und bei 4°C {iber Nacht
inkubiert. Die Reste waren dann abzupipettieren und es folgten drei Waschgidnge mit
mindestens 250 pl Waschpuffer. Die Inkubationszeit des Puffers betrug dabei ca. eine
Minute. Danach wurden weitere unspezifische Bindungen auf der ELISA-Platte mittels
200 pl einer phosphatgepufferten Losung (ELISA/ELISAPOT-Verdiinnung) blockiert
und eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert.

Wihrenddessen wurde die Standardlosung durch Zugabe von destilliertem Wasser mit
vorsichtigem Schwenken und einer Inkubationszeit von 30 Minuten hergestellt. Sie

enthielt eine TNF-a-Konzentration von 500 pg/ml.
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Die Verdiinnungslosung in den Wells der ELISA-Platte wurde abpipettiert und die Wells
wurden einmal mit Waschpuffer gewaschen.

Um eine Standardkurve zu erstellen, waren in die ersten beiden Vertiefungen A1/A2 der
ELISA-Platte 200 pl der zuvor hergestellten Standardlésung zu geben. In alle anderen
Vertiefungen wurden zunédchst 100 pl der Verdiinnungslosung vorgelegt, danach je 100
ul aus A1/A2 in B1/B2 gegeben und gut durchmischt, im Anschluss 100 ul aus B1/B2
entnommen, in C1/2 iiberfiihrt und erneut gut durchmischt. Dieser Vorgang wurde bis
F1/2 fiinfmal wiederholt, um immer weitere Verdiinnungen zu erreichen. Dies ist mit
Blick auf Abbildung 5 an der abnehmenden Intensitét der Farbe gut zu erkennen.

Ab G1/2 wurde mit dem Probenplasma vom Zeitpunkt T1 im Duplett gestartet. Dafiir
waren in beide Vertiefungen je 100 pl Probenplasma sowie 100 pl der
Verdiinnungslosung zu pipettieren. Dies wurde fiir die anderen Zeitpunkte T2 bis T21 in
fortlaufender Reihenfolge ebenso durchgefiihrt. Dabei entspricht das T2-Duplett den
Wells A3/4, das T3-Duplett den Wells B3/4. Diese Systematik setzt sich in dhnlicher
Weise fort. Da die ELISA-Platte geniigend Wells aufweist, konnten pro Platte die Proben
von zwei Patienten und Patientinnen analysiert werden.

Die Platten wurden dann wieder verschlossen und bei Raumtemperatur fiir zwei Stunden
inkubiert.

Wihrenddessen waren durch Verdiinnung mit Coating Buffer im Verhiltnis 1:250 die
Detektionsantikorper vorzubereiten. Nach der Inkubationszeit wurden, wie oben
beschrieben, die Reste abpipettiert und fiinf Waschvorgidnge durchgefiihrt, danach 100 pl
der vorbereiteten Detektionsantikdrper in die Vertiefungen gegeben. Die Platte wurde
verschlossen und eine Stunde lang inkubiert. Um das Sandwich aus Féanger-Antikorper,
TNF-a sowie Detektionsantikorper sichtbar zu machen, war wihrend der Inkubationszeit
Streptavidin-horseradish Peroxidase (Streptavidin-HRP) mittels Verdiinnungslésung im
Verhiltnis 1:100 vorzubereiten. Sie stellt die Enzymaktivitét fiir den Nachweis bereit. Die
Reste wurden wieder abpipettiert und es folgten erneut fiinf Waschvorgiinge. Danach
wurden 100 pl Streptavidin-HRP in jede Vertiefung pipettiert, die Platte wurde
verschlossen und 30 Minuten inkubiert, dann wieder abpipettiert und gewaschen. Im
Anschluss waren in jede Vertiefung 100 pl einer Losung aus Tetramethylbenzidin zu
geben, die als Substrat von HRP je nach TNF-a-Konzentration eine blaue Farbe erzeugt.
Nach 15 Minuten Inkubation wurde die Reaktion mit 100 pl Stopplosung beendet,
wodurch es zu einem Farbwechsel nach Gelb (siehe Abbildung 5) kam. Danach wurden

die Proben in einem Photometer mit einer Wellenldnge von 450 nm analysiert.
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Abbildung 5 ELISA-Platte der TNF-a-Analyse
Die Wells A1/2 enthalten eine Standardldsung mit ¢ = 500 pg/ml. Diese Standardlosung wird, wie im Text beschrieben,
bis F1/2 immer weiter verdiinnt, um eine Standardkurve erstellen zu konnen. In den Wells G1/2 bis C7/8 befinden sich
die Plasmaproben der Zeitpunkte T1 bis T21 des oder der ersten Patienten oder Patientin, in D7/8 bis H11/12 die
Plasmaproben des oder der zweiten Patienten oder Patientin.

Quelle: eigene Darstellung

2.5.4 Bestimmung der RNase-1-Aktivitit

Die Bestimmung der RNase-1-Aktivitit beruht auf der Messung der Menge der durch die
RNase in den Proben abgebaute Nukleinsdure Poly:C. Die entstehende Menge an
Nukleotiden wird dann durch Messung der optischen Dichte photometrisch bestimmt. Sie
spiegelt die Aktivitit des Enzyms wider.

Um Fehlmessungen zu minimieren, erfolgte auch hier jede Analyse im Duplikat.

Alle Schritte bis zur photometrischen Auswertung erfolgten auf Eis.

In einer ersten Reihe von Eppendorfgefilen wurden 149 pl RNase-Puffer
Gebrauchslosung (s. u.) mit jeweils 1 pl der Plasmaproben gemischt und als
Positivkontrolle 149 pL RNase-Puffer mit 1 pl reiner RNase A (¢ = 10 mg/ml), als
Negativkontrolle 150 pul RNase-Puffer verwendet. Zu allen Proben waren dann 100 pL
Poly:C (s.u.) hinzuzugegeben. Die Proben wurden gevortext, fiinf Minuten bei 37 °C
inkubiert und danach auf Eis gestellt.

Anschlieflend galt es, in einer neuen Reihe von Eppendorfgefiflen 250 pl einer Mischung
aus Lanthan(III)-Chlorid und Perchlorséure (s. u.) mit 100 pl einer Losung aus fatty acid
free Bovine Serum Albumin (BSA) (s. u.) zu mischen. Die Zusammensetzung wurde

gevortext und auf Eis gestellt.
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Danach wurden je 100 pl der ersten Reihe in die Eppendorfgefdle der zweiten Reihe
pipettiert, gevortext und wieder 15 Minuten auf Eis inkubiert. Hierdurch kommt es zur
Ausféllung der nicht durch die RNase verdauten Poly:C. Danach wurden die Proben fiir
15 Minuten mit 16 000g und bei 4 °C zentrifugiert. Es waren 100 pl des Uberstands in
Messkiivetten zu pipettieren und mithilfe des Eppendorf BioPhotometer Plus (Model Nr.
6132, Programm: Protein 280) die optische Dichte sowie die Extinktion bei 280 nm zu
messen. Dabei wurde die Negativkontrolle vor und die Positivkontrolle nach Analyse der
Proben gemessen. Die RNase Aktivitit ergab sich anhand der folgenden Formel:

"#$% = 0" +")4) L_=ODF

LowC"#$)

Gesamtvolumen(ul) = V(Poly: C) + V(RNase — Puffer) + V(Probe)
F = Faktor =

V(Probe)(ul)

tink = Inkubationszeit, OD = Optische Dichte

Benotigte Losungen

RNase-Puffer

Tabelle 3 Zusammensetzung RNase-Puffer-Stammldsung

3,030 g Tris(hydroxymethyl)aminomethane MW 121,14
3,800 g NaCl MW 58,44

0,372 g EDTA MW 3722

Der pH-Wert wurde auf 8,0 eingestellt und die Losung auf 500 ml aufgefiillt. Die RNase-
Puffer Stammldsung wurde bei 4°C im Kiihlschrank gelagert. Zum Gebrauch wurden

49,5 ml der Stammldsung mit 500 pl acetyliertem BSA gemischt (c = 100 pg/ml).

Acetylierte BSA-LGsung

Tabelle 4 Zusammensetzung acetylierte BSA-Losung

3 mg acetyliertes BSA

300 pl steriles Wasser

Die Losung hatte eine Konzentration von ¢ =10 mg/ml und wurde bei 4 °C im

Kiihlschrank gelagert.

Fatty acid free BSA-LGsung
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Tabelle 5 Zusammensetzung fatty acid free BSA-Losung

50 mg fBSA

5 ml steriles Wasser

Die Losung hatte eine Konzentration von ¢ =10 mg/ml und wurde bei 4°C im

Kiihlschrank gelagert.

Poly:C-L3sung

Tabelle 6 Zusammensetzung Poly:C-Losung

0,04 g Poly:C

40 ml steriles Wasser

Die Losung hatte eine Konzentration ¢ = Img/ml und wurde in 10 ml Aliquots bei -20 °C

gelagert.

Lanthan(I11)-Chlorid-Perchlorsdure-Losung

Tabelle 7 Zusammensetzung Lanthan(III)-Chlorid-Perchlorsdure-Losung

0,3714 g Lanthan(I1I)-Chlorid (MW 371,37)
4,325 ml 70 % Perchlorsédure
45,675 ml steriles Wasser

Die Losung wurde bei 4°C im Kiihlschrank gelagert.

2.6 Statistische Analyse

Die Datenanalyse erfolgte unter Verwendung des Statistikprogramms Statistical Package
for the Social Science (SPSS) Version 23.0 fiir Mac OS, das Erstellen der Grafiken
mithilfe von GraphPad Prism Version 8.00 fiir Mac OS.

Diese statistische Auswertung umfasste gepaarte und ungepaarte Student's t-Tests sowie
einseitige oder zweiseitige Varianzanalysen (ANOVA). Im Falle von festgestellten
Unterschieden wurde der Tukey-Post-hoc-Test angewendet. Die Normalverteilung der
Variablen lie sich anhand des Kolmogorov-Smirnov- und des Shapiro-Wilk-Tests
prifen. Variablen, die einer Normalverteilung entsprachen, wurden als
Durchschnittswerte (SD) dargestellt.

Kategorische Variablen waren mittels des Mann-Whitney-U-Tests und des Fisher-Tests
zu vergleichen. Um Verdnderungen zwischen den Gruppen von eRNA, RNase-1 und

TNF-a zu verschiedenen Zeitpunkten zu untersuchen, wurde eine ANOVA mit
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wiederholten Messungen verwendet. Der nichtparametrische Wilcoxon-Signed-Rank-
Test diente dazu, die statistische Signifikanz von Unterschieden in gepaarten
Datenproben zu ermitteln, wenn die Annahme der Normalverteilung verletzt worden war.
Bei Mehrfachvergleichen erfolgte eine Bonferroni-Korrektur. Ein Vertrauensniveau von
95 % wurde festgelegt und statistische Signifikanz bei einem Wert von p < 0,05

(zweiseitiger Test) angenommen.
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3 Ergebnisse

3.1 Vergleich vier vs. sechs Zyklen RIPC

3.1.1 RNA

Zwischen dem vierten und dem sechsten Zyklus der RIPC konnte, wie in Abbildung 6
anhand der Zeitpunkte T9 und T13 dargestellt, zwar ein leichter Anstieg der eRNA
beobachtet werden, dieser war jedoch nicht signifikant (p=0,071). Die Werte stiegen von
151,6 (SD: 44,2) ng/ml nach dem vierten Zyklus auf 181,8 (SD: 87,5) ng/ml nach dem
sechsten Zyklus. Der Mittelwert der Differenz betrug -30,2 (SD: 43,3) ng/ml, das 95 %
Konfidenzintervall (KI) reichte von -63,9 bis 3,6.

RNA activity, n=14
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3.1.2 RNase-1

Fir die Werte der RNase-1 konnte, wie anhand von Abbildung 7 erkennbar, ein
signifikanter Anstieg zwischen dem vierten und sechsten Zyklus (T9 vs. T13) mit p
= 0,001 beobachtet werden. Die Werte stiegen von 151,1 (SD: 42,6) U/ml auf 175,3 (SD:
41,2) U/ml. Der Mittelwert der Differenz betrug dabei - 24,2 (SD: 1,4), bei einem 95 %
KI von -34,5 bis -13,8.
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3.1.3 TNF-a

Die Entwicklung der Werte fiir TNF-a zwischen dem vierten und dem sechsten Zyklus
(T9 vs. T13) ldsst sich Abbildung 8 entnehmen. Hier ist eine gegenldufige Kinetik zu
eRNA und RNase-1 sichtbar. Es zeigte sich ein moderater Abfall von 69,2 (SD: 46,4)
pg/ml nach vier Zyklen auf 61,7 (SD: 46,7) pg/ml nach sechs Zyklen, der sich jedoch als
nicht signifikant erwies (p = 0,433). Der Mittelwert der Differenz betrug hier 7,4 (SD:
0,3) pg/ml mit einem 95 %-KI von -10,9 bis 25,7.
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TNF-a activity, n=14
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3.2 Kinetik der RNase-1

Die Kinetik der RNase-1 wihrend RIPC ist in Abbildung 9 zu erkennen. Es zeichnete
sich bereits nach vier Zyklen der vor der Operation durchgefiihrten RIPC ein signifikanter
Anstieg der RNase-1-Konzentration mit p = 0,002 ab (T1 vs. T9). Der Ausgangswert
betrug 135,7 (SD: 40,6) U/ml und stieg auf 151,1 (SD: 42,7) U/ml an. Die mittlere
Differenz belief sich auf -15,5 (SD: 2,1) U/ml und das 95 %-KI reichte von -22,3 bis -
8,7. Wie der Trend nach vier Zyklen bereits vermuten lie3, war nach sechs Zyklen ebenso
ein signifikanter Anstieg im Vergleich zu den Ausgangswerten mit p = 0,001 erkennbar
(T1 vs. T13). Der Wert der Baseline entspricht 135,7 (SD: 40,6) U/ml und stieg nach
sechs Zyklen auf 175,3 (SD: 41,2) U/ml. Die mittlere Differenz betrug dabei - 39,6 (SD:
0,6) U/ml mit einem 95 %-KI von - 51,0 bis -28,3. Wie oben erwihnt, ist auch der Anstieg
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der Konzentration zwischen dem vierten und dem sechsten Zyklus der RIPC signifikant
(p=10,001).
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Die RNase-1 zeigt mit p = 0,001 ebenso einen signifikanten Anstieg zwischen dem Ende
der RIPC und dem Beginn der Operation (T13: 175,3 (SD 41,2) U/ml vs. T14: 215,1 (SD
:48,7) U/ml; mittlere Differenz: -39,8 (SD: 15,9) U/ml; 95 %-KI -49,0 bis -30,5).

Wie sich Abbildung 9 dariiber hinaus entnehmen lésst, zeigte sich auch wéhrend der
Operation (T13 vs. T18) ein signifikanter Anstieg der Konzentration der RNase-1 im
peripheren Blut (p = 0,001). Ausgangswert fiir diese Berechnung war der Wert nach der
RIPC (175,3 (SD: 41,2) U/ml). Dieser wurde mit der Konzentration 30 Minuten nach
Offnen der Aortenklemme verglichen (221,8 (SD: 54,4) U/ml). Die mittlere Differenz
betrug -46,5 (SD: 13,2) U/ml und das 95 %-KI reichte von -60,9 bis -31,9. Nach der
Operation stiegen die Werte im beobachteten Zeitraum bis 48 Stunden nach dem Eingriff
von 221,8 (SD 54,4) U/ml (T18) weiter auf 279,2 (SD: 85,6) U/ml (T21) mit p = 0,001
(mittlere Differenz: -57,7 (SD 42,6) U/ml; 95 %-KI -82,1 bis -32,9) (siche Abbildung 9).
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Damit ist die Aktivitdt der RNase-1 48 Stunden postoperativ hoher als nach Ende der
RIPC.

Die Werte im Koronarvenensinus vor Klemmen der Aorta im Vergleich zu Werten kurz
nach Offnen der Aorta (T15 vs. T17) sind in Abbildung 10 dargestellt und zeigen einen
signifikanten Anstieg der RNase-1wihrend der Klemmzeit (p = 0,002). Dabei stiegen die
Werte von 221,7 (SD: 53,9) U/ml auf 251,7 (SD: 59,9) U/ml (mittlere Differenz -30,0
(SD: 6,0) U/ml und 95 %-KI: -43,3 bis -16,8).

Auch im peripheren Blut war ein signifikanter Anstieg wihrend der Klemmzeit (T14 vs.
T16) von 215,1 (SD: 48,7) U/ml auf 246,4 (SD: 54,7) U/ml mit p=0,001 (mittlere
Differenz -31,3 (SD: 18,1) U/ml; 95 %-KI von - 41,8 bis - 20,9) zu erkennen (Abbildung
10). Der transkardiale Gradient zeigte sowohl vor Schluss der Aortenklemme (T14 vs.
T15) mit p = 0,158 als auch nach Offnung (T16 vs. T17) mit p = 0,221 keine signifikanten
Unterschiede.
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3.3 Kinetik der eRNA

Wie oben beschrieben, konnte in der Kinetik der eRNA ein nicht signifikanter Anstieg
zwischen dem vierten und dem sechsten Zyklus der RIPC festgestellt werden (T9 vs.
T13). Die Kinetik der eRNA wihrend der RIPC ist in Abbildung 11 dargestellt. Auch der
Anstieg der eRNA nach vier Zyklen (T9) im Vergleich zum Ausgangswert (T1) zeigte
sich mit p = 0,721 nicht signifikant. Die Ausgangskonzentration betrug dabei 148,6 (SD:
35,4) ng/ml und stieg nach dem vierten Zyklus leicht auf 151,6 (SD: 44,2) ng/ml an. Der
Mittelwert der Differenz belief sich auf -3,0 (SD: 8,8) ng/ml und das 95 %-KI reichte von
-40,5 bis 20,1. Der Anstieg nach sechs Zyklen (181,8 (SD: 87,6) ng/ml) im Vergleich zur
Baseline (148,6 (SD: 35,4) ng/ml) war jedoch mit p = 0,047 signifikant (mittlere
Differenz: -53,1 SD (87,0) ng/ml; 95 %-KI -115 bis 9,2).
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Wie Abbildung 11 veranschaulicht, kam es im Rahmen des Operationsbeginns zu einem
deutlichen Anstieg der eRNA-Konzentration im peripher arteriellen Blut. Der Anstieg
zwischen dem Ende der RIPC (T13) und dem Beginn der Operation (T14) war mit

35



Ergebnisse

p=0,001 signifikant (81,8 (SD: 87,6) ng/ml vs. 645,9 (SD:214,1) ng/ml; mittlere
Differenz: - 464,1 (SD 180,7) ng/ml; 95 %KI -568,5 bis -359,8).

Postoperativ erreichten die Werte nach 24 Stunden (T20) ihren Tiefpunkt bei 239,8 (SD:
137,4) ng/ml. Trotz der steigenden Tendenz nach 48 Stunden (T21) ist die Konzentration
mit 396,5 (SD: 154,5) ng/ml im Vergleich zu den Werten direkt nach der Operation (T18)
mit 650,4 (SD: 304,3) und p = 0,001 immer noch signifikant niedriger (mittlere Differenz:
253,9 SD 291,3 ng/ml; 95 %KI 137,7 bis 370,2).

Die Werte erreichten nach der Operation im Beobachtungszeitraum nicht das
Ausgangsniveau.

Alle transkardialen Gradienten der eRNA sind in Abbildung 12 dargestellt. Sie wurden
kurze Zeit vor (T14 vs. T15) und nach (T16 vs. T17) der Aortenklemmung bestimmt. Es
zeigten sich mit p = 0,397 bzw. p = 0,683 zu beiden Zeitpunkten keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Konzentrationen in den peripher arteriellen Blutproben und
der Probe aus dem Koronarvenensinus. Vor der Aortenklemmung (T14 vs. T15) wurde
in der peripheren Probe eine Konzentration von 645,9 (SD: 214,1) ng/ml und im
Koronarvenensinus ein Wert von 673,5 (SD 266,7) ng/ml gemessen (mittlere Differenz -
27,5 (SD: 123,5) ng/ml; 95 %-KI -98,8 bis 43,8). Nach der Aortenklemmung (T16 vs.
T17) lagen die Werte peripher bei 705,9 (SD: 278,6) ng/ml und im Koronarvenensinus
bei 701,5 (SD: 263,1) ng/ml (mittlere Differenz 4,4 (SD: 77,6) ng/ml, 95 %KI von -40,5
bis 49,2. Ebenso in Abbildung 12 dargestellt sind die Unterschiede der Werte vor und
nach der Aortenklemmung im peripher arteriellen Blut sowie im Koronarvenensinus.
Dabei konnte weder peripher (T14 vs. T16) mit p = 0,414 noch in Proben des
Koronarvenensinus (T15 vs. T17) mit p = 0,397 ein signifikanter Unterschied beobachtet

werden.
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3.4 Kinetik des TNF-a

Ergebnisse

Die Kinetik des TNF-a weist einen der eRNA sowie der RNase-1 gegenldufigen Trend

auf, was in Abbildung 13 veranschaulicht wird. Wéhrend die Konzentrationen von eRNA

und RNase-1 unter RIPC eine steigende Tendenz zeigen, fallen die Werte des TNF-a.

37



Ergebnisse

800 3 - : @ TNFa
: : = RNA
- RNase

700

600

500

400

Extracellular
concentration (U/ml)

300

200

100

1 I 1 I 1 I 1 l 1 1 I 1
01 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
Time points

Abbildung 13 Kinetik aller Parameter
Quelle: eigene Darstellung

Eine isolierte Darstellung der Kinetik des TNF-a erfolgt in Abbildung 14. Zwischen dem
Ausgangswert 91,7 (SD: 47,7) pg/ml (T1) und dem Wert nach vier Zyklen mit 69,2 (SD:
46.,4) pg/ml (T9) zeigte sich bereits ein signifikanter Abfall (p = 0,005; mittlere Differenz:
22,6; 95 %KI von -10,9 bis 25,7). Dieser konnte auch nach sechs Zyklen (T13) im
Vergleich zum Ausgangswert (T1) nachgewiesen werden. Hier kam es zu einem Abfall
von 91,7 (SD: 47,7) pg/ml auf 61,8 (SD: 46,7) pg/ml mit p = 0,027. Die mittlere Differenz
betrug dabei 29,9, das 95 %-KI reichte von 7,6 bis 52,3. Der Abfall zwischen dem vierten
und dem sechsten Zyklus war, wie oben bereits erwihnt, nicht statistisch signifikant (T9
vs. T13). Es konnte jedoch ein signifikanter Abfall des TNF-a-Spiegels zwischen Ende
der RIPC (T13) und Beginn der Operation (T14) mit p = 0,001 beobachtet werden (61,8
(SD: 46,7) pg/ml vs. 4,1 (SD: 4,0) pg/ml; mittlere Differenz 57,6 (SD: 45,8) pg/ml 95 %-
KI: 31,2 bis 84,1).
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Wihrend der Operation (T13 vs. T18) lieB sich eine weiterhin signifikante Reduktion der
TNF-a-Konzentration (p = 0,005) messen (siche Abbildung 14). Die Werte sanken von
61,8 (SD: 46,7) pg/ml auf 13,8 (SD: 11,0) pg/ml mit einer mittleren Differenz von 48,0
(SD: 35,7) pg/ml und einem 95 %-KI von 20,6 bis 75,7.

Vom Ende der Operation bis 48 Stunden postoperativ (T18 vs. T21) konnte mit p = 0,03
ein relevanter Anstieg beobachtet werden (13,8 (SD: 11,0) pg/ml vs. 35,7 (SD: 36,9)
pg/ml), mit einer mittleren Differenz von -22,0(SD:38,39 pg/ml und einem 95 %-KI von
-44,0 bis 0,1. Die Werte erreichten im Beobachtungszeitraum jedoch nicht den
Ausgangswert von 91,7 (SD: 57,7) pg/ml (T1).

Der transkardiale Gradient der TNF-a-Konzentration zeigte sowohl vor der
Aortenklemmung (T14 vs. T15) mit p = 0,388 als auch nach der Offaung (T16 vs. T17)
mit p = 0,084 keine signifikanten Unterschiede (Abbildung 15). Die Konzentration kurz
vor der Klemmung im Blut aus der peripheren Arterie betrug 4,1 (SD: 4,0) vs. 3,8 (SD:
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4,4) pg/ml im Blut aus dem Koronarvenensinus. Dabei ergab sich eine mittlere Differenz
von 0,3 (SD:0,4) pg/ml und ein 95 %-KI von -0,4 bis 1,1.
Nach der Klemmung zeigte sich peripher eine Konzentration von 6,8 (SD: 4,4) pg/ml vs.
5,7 (SD: 4,7) pg/ml im Koronarvenensinus. Der Mittelwert der Differenz betrug hier 1,1
(SD: 0,3) pg/ml, das 95 %-KI reichte von -0,1 bis 2,3.
Es kam jedoch zu einem signifikanten Anstieg der TNF-a-Konzentration wihrend der
Aortenklemmung sowohl in den peripheren Proben als auch in den Proben aus dem
Koronarvenensinus (Abbildung 15). Im peripheren Blut stieg die Konzentration von 4,1
(SD: 4,0) pg/ml auf 6,8 (SD: 4,4) pg/ml signifikant (p = 0, 007) an (mittlere Differenz: -
2,7 (SD: 2,9) pg/ml; 95%-KI -4,3 bis -1,1) Im Koronarvenensinus stieg die
Konzentration ebenso signifikant (p = 0,016) von 3,8 (SD: 4,4) pg/ml auf 5,7 (SD: 4,7)
pg/ml (mittlere Differenz: -2,0 (SD:2,4) pg/ml; 95 %-KI -3,4 bis -0,6).
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4 Diskussion

Um die Auswirkungen von sechs Zyklen der ischdmischen Fernkonditionierung auf das
eRNA/RNase-1-System bei Patienten und Patientinnen zu untersuchen, die sich einer
herzchirurgischen Operation mit Herz-Lungen-Maschine unterziehen, wurden
Blutproben einer Patientenkohorte zu verschiedenen Zeitpunkten im Zuge der RIPC, der
Operation und bis zu 48 Stunden postoperativ analysiert. Wéhrend dieses Zeitraums
wurde die Dynamik des eRNA/RNase-1-Systems einschlieSlich TNF-a verfolgt. Ein
besonderes Augenmerk galt der Verdnderung der RNase-1-Aktivitit zwischen dem
vierten und dem sechsten RIPC-Zyklus sowie dem transkardialen Gradienten nach der
Aortenreperfusion.

Die Ergebnisse dieser Studie belegen, dass die Erh6hung der RIPC-Zyklen von vier auf
sechs zu einer weiteren signifikanten Steigerung der RNase-1-Aktivitdt fithrt. Eine
weitere bedeutsame Erkenntnis zeigt sich in der Angleichung des transkardialen
Gradienten von eRNA und TNF-a nach der Offnung der Aorta, was auf eine gesteigerte

Reduktion schéddlicher Parameter im CS wéhrend der Operation durch RNase-1 hinweist.

4.1 Diskussion der Ergebnisse
4.1.1 Kinetik der RNase-1 wahrend der RIPC

Die Kinetik der RNase-1 wihrend der RIPC lésst in der vorliegenden Studie bereits nach
vier Zyklen einen signifikanten Anstieg im Vergleich zum Ausgangswert erkennen. Mit
dieser ersten Erkenntnis konnten zundchst die Ergebnisse von Cabrera et al. (2015)
experimentell bestétigt werden, die erstmals den Effekt von RIPC auf das eRNA/RNase-
1-Sytsem beschrieben, wobei die RNase-1 als natiirlicher Gegenspieler der eRNA die
Rolle des potenziell kardioprotektiven Mediators einnimmt.

In der hier durchgefiihrten Studie wurde die RIPC erstmals mit sechs anstelle der in
zahlreichen vorausgegangenen Studien angewandten vier Zyklen durchgefiihrt (Cabrera-
Fuentes et al., 2015; Hausenloy, Candilio, et al., 2016; Meybohm et al., 2015; Thielmann
et al., 2013). Zwischen dem vierten und dem sechsten Zyklus konnte weiterhin ein
signifikanter Anstieg der RNase-1-Aktivitdt beobachtet werden, was den Zusammenhang
zwischen RIPC und dem eRNA/RNase-1-System bekréftigt. Dariiber hinaus vermag die
gesteigerte RNase-1-Aktivitét in ihrer Funktion als Mediator der RIPC-Signalwege den
bereits zuvor in einigen Studien bestatigten Effekt der Myokardprotektion zu verstirken.

Eine hohere Aktivitit der RNase-1 konnte dabei einen intensivierten Abbau von
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zirkulierender eRNA bewirken und dadurch weitere zum IRI beitragende Signalwege,
beispielsweise die Freisetzung des TNF-a, hemmen (Cabrera-Fuentes et al., 2014; Fischer
et al., 2012). Dieser Effekt zeigt sich moglicherweise in einem verbesserten klinischen
Outcome der Patienten und Patientinnen und widerlegt durch angepasste RIPC-
Protokolle gegebenenfalls die ernlichternden Ergebnisse der Phase-III-Studien
(Hausenloy, Candilio, et al., 2016; Meybohm et al., 2015).

Dabei muss bedacht werden, dass sich die Anzahl der Zyklen nicht beliebig steigern lésst,
da dies auch mit einer erhohten Narkosezeit einhergeht. Ob dabei der Effekt der
Ausdehnung von vier auf sechs Zyklen bereits ausreicht, um die Myokardprotektion und
somit das klinische Outcome signifikant zu verbessern, muss deshalb in prospektiv
randomisierten Studien an zwei verschiedenen Kohorten getestet werden.

An dieser Stelle sei zudem erwihnt, dass die RNase-1 vermutlich nur Teil eines
komplexen, nicht vollstindig verstandenen Netzes an Signalwegen ist, die durch die
RIPC ausgelost werden. Wie oben aufgefiihrt, bestéitigen bereits diverse Studien den
Effekt von RIPC. Diese zeigten keinen einheitlichen Signalweg, sondern eine Vielzahl an
moglichen Wirkmechanismen. Darunter fallen einerseits weitere humorale Mediatoren,
andererseits neuronale und antiinflammatorische Signalwege (Davidson et al., 2013;
Heusch, 2015; Konstantinov et al., 2004). Die RNase-1 allein kann den Effekt der RIPC
nicht vollstindig erkldren, stellt jedoch aufgrund ihres ubiquitiren Vorkommens im
Korper sowie der daraus resultierenden nicht vorhandenen Zytotoxizitdt gegen

korpereigene Zellen eine bedeutsame therapeutische Option dar (Gaur et al., 2001).

4.1.2 Kinetik des TNF-a wahrend der RIPC

Basierend auf den Ergebnissen fritherer Studien lassen sich anhand des Anstiegs der
RNase-1-Aktivitiat wihrend der RIPC, insbesondere zwischen dem vierten und sechsten
Zyklus, eine Verringerung der eRNA und, daraus resultierend, des TNF-a erwarten
(Cabrera-Fuentes et al., 2015; Lu et al., 2018). In Bezug auf die Kinetik des TNF-a
konnten die Ergebnisse von Cabrera et al. (2015) nach vier Zyklen erneut bestétigt
werden. Auch nach dem sechsten Zyklus war in Bezug zum Ausgangswert ein
signifikanter Abfall der Konzentration festzustellen. Der Unterschied zwischen dem
vierten und dem sechsten Zyklus erwies sich dabei entgegen den Erwartungen als nicht
signifikant. Dennoch ist, wie in Abbildung 13 ersichtlich, eine sinkende Tendenz zu

erkennen. Diese Ergebnisse bestétigen zunédchst die Theorie, dass der TNF-a als Teil des
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IRI-Signalwegs durch einen Anstieg der RNase-1-Aktivitdit im Rahmen der RIPC
gemindert werden kann (Cabrera-Fuentes et al., 2015, 2014).

Das Absinken zwischen dem vierten und dem sechsten Zyklus trotz steigender RNase-1-
Aktivitdt ist nicht signifikant. Dies konnte darauf hindeuten, dass der Effekt der RNase-
1 weniger stark zum Tragen kommt, wenn sich die Konzentrationen von TNF-a bereits
auf einem relativ niedrigen Level befinden.

Da TNF-a nicht ausschlieBlich iiber die von eRNA ausgelosten Signalwege freigesetzt
wird, ist trotz steigender RNase-1-Aktivitdt zundchst kein signifikanter Abfall mehr zu
erkennen. Zusédtzliche TNF-a freisetzende Signalwege, etwa iiber die ROS, kdnnen durch
die gesteigerte Aktivitdt der RNase-1 zwar auch, aber gegebenenfalls nicht genauso
effektiv verhindert werden (Cabrera-Fuentes et al., 2014; Forstermann et al., 2017; Zhao
et al., 2022). Um die ohnehin schon deutlich gesunkenen Konzentrationen von TNF-a
durch die RIPC weiter zu minimieren, konnte eine signifikant h6here Enzymaktivitit von
RNase-1 erforderlich sein.

Zwischen dem Ende der sechs RIPC-Zyklen und kurz vor Beginn der Herzoperation ist
erneut ein signifikanter Anstieg der RNase-1-Aktivitit auf deutlich hohere Werte zu
beobachten. Dabei zeigt sich ein signifikanter Abfall der TNF-a-Konzentration. Um
festzustellen, ob dieser zusétzliche und verzogerte Anstieg der RNase-1 aufgrund der
Erhohung der Zyklen oder auch bei der Verwendung von vier RIPC-Zyklen auftritt,

sollten Folgestudien mit verschiedenen Kohorten in Betracht gezogen werden.

4.1.3 Kinetik der eRNA wiahrend der RIPC

Wird die Kinetik der eRNA in Betracht gezogen, offenbart sich eine Diskrepanz zwischen
den vorliegenden Ergebnissen und den Erkenntnissen, die der Studie von Cabrera et al.
(2015) zugrunde liegen und als Basis fiir die aktuellen Experimente dienen. Wiahrend in
der vorherigen Studie ein Abfall der eRNA wihrend der RIPC beobachtet wurde, zeigt
sich hier entgegen den Erwartungen eine tendenziell ansteigende Entwicklung. Nach vier
Zyklen war noch keine wesentliche Verdanderung erkennbar, jedoch zeichnete sich nach
sechs Zyklen ein signifikanter Anstieg ab. Um eine Erkldrung flir diese zunichst
gegensitzlich erscheinenden Ergebnisse darzulegen, erscheint die Betrachtung von
anderen Studien sinnvoll, in denen die mdgliche Beteiligung von microRNA (miRNA)
als protektiver Mediator im Rahmen der RIPC diskutiert wird (Frey et al., 2018; Li et al.,
2014; Pan et al., 2019; Slagsvold et al., 2014). Diese Studien konnten einen Anstieg
spezifischer miRNA-Subtypen durch RIPC sowohl in Kardiomyozyten als auch im
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Plasma nachweisen, was auf eine humorale Ubertragung des protektiven Faktors
hindeutet (Li et al., 2014; Zeng et al., 2017). Diese miRNA ist durch nicht eindeutig
geklarte Mechanismen vor dem Abbau durch RNase geschiitzt (Diehl et al., 2012; Li et
al., 2014). In Anbetracht der Erkenntnisse konnte der beobachtete Anstieg der eRNA in
den hier vorliegenden Ergebnissen auf eine gesteigerte Freisetzung der protektiven
miRNA hindeuten, die mit der Anzahl der durchgefiihrten RIPC-Zyklen zunimmt.
Gleichzeitig sorgt der bereits diskutierte Anstieg der RNase-1 flir den Abbau der
zytotoxisch wirkenden eRNA, worauf der trotz steigender eRNA-Konzentration sinkende
TNF-a-Spiegel hindeutet. In weiterfilhrenden Studien konnte dahingehend -eine

Differenzierung der eRNA in ihre Subtypen sinnvoll sein.

4.1.4 Transkardialer Gradient

Im Rahmen der zweiten groBen Fragestellung dieser Studie wurde der
Konzentrationsgradient der verschiedenen Parameter zwischen RA und CS zum
Zeitpunkt der Aortenklemmung und Aortendffnung evaluiert. In der vorausgegangenen
Studie zeigte sich bei Offnen der Aorta trotz vorausgegangener RIPC mit vier Zyklen
eine signifikante hohere Konzentration von TNF-a und eRNA im CS als in der RA.
Dieser transkardiale Gradient bestand zum Zeitpunkt der Aortenklemmung noch nicht
und kann als Zeichen einer durch die Operation gesteigerten myokardialen
Gewebeschadigung mit Freisetzung von eRNA interpretiert werden, die dann im
Zusammenspiel mit Zytokinen wie TNF-a die Entstehung des IRI mitbedingt. Hohe
Spiegel an Zytokinen wie TNF-a im CS im Rahmen kardiochirurgischer Operationen
konnten bereits in frilheren Studien wéhrend der ischdmischen Phase nachgewiesen
werden (Cabrera-Fuentes et al., 2015; Wan et al., 1996). In der gleichen Studie maflen
Cabrera et al. 2015 in der RIPC-Gruppe im Vergleich zur Gruppe ohne RIPC sowohl im
CS als auch in der RA zum Zeitpunkt der Aortendffnung deutlich niedrigere Werte von
TNF-0 und eRNA, was eine Reduktion der schidigenden Mediatoren des IRI wihrend
der Operation durch RIPC zeigte. Dies war ein weiterer Hinweis auf den bereits in einigen
Studien berichteten positiven Effekt der RIPC (Ali et al., 2010; Cabrera-Fuentes et al.,
2015; Thielmann et al., 2013).

Daran ankniipfend wurde in der hier vorliegenden Studie durch zwei zusétzliche RIPC-
Zyklen ein Angleichen der Werte sowohl von eRNA als auch von TNF-a zwischen
myokardialem Ein- und Ausfluss am Ende der Operation beobachtet. Eine naheliegende

Begriindung dafiir konnte die durch die beiden zusitzlichen RIPC-Zyklen bedingte
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erhohte RNase-1-Aktivitét sein, wodurch die Konzentrationen der schadigenden eRNA
sowie des TNF-a im Myokard verringert werden und die Protektion verbessert wird.

Neben der gesteigerten Enzymaktivitdt konnten auch die in Tabelle 8 dargestellten
signifikant ldngeren Klemmzeiten von Bedeutung sein. Durch eine ldngere Wirkdauer der

RNase-1 wird moglicherweise mehr eRNA abgebaut und der TNF-a-Spiegel gesenkt.

Tabelle 8 Daten der Operationen
EKZ: Extrakorporale Zirkulation

vier Zyklen (Cabrera 2015)  sechs Zyklen p-Wert

OP-Dauer, min 170 (SD: 62) 207 (SD:46) 0,084
EKZ, min 74 (SD: 369 101,5 (SD:44) 0,082
Klemmzeit, min 36 (SD:12) 67,5 (SD:39) 0,010

Wihrend in der Kinetik der eRNA weder peripher noch im Koronarvenensinus eine
signifikante Anderung zwischen Klemmung und Offnung der Aorta zu beobachten war,
zeigte die RNase-1-Aktivitdt an beiden Abnahmestellen einen signifikanten Anstieg. Das
verdeutlicht nochmals die in fritheren Studien berichtete Antagonisierung der schidlichen
eRNA durch RNase und bekréftigt die Vermutung, dass die durch sechs Zyklen RIPC
gesteigerte RNase-1-Aktivitidt den IRI weiter begrenzen kann (Cabrera-Fuentes et al.,

2015, 2014).

4.1.5 Postoperative Kinetik der RNase-1

Nach einem initialen Abfall der RNase-1-Aktivitit vier Stunden nach der Operation war
im weiteren postoperativen Zeitraum von 24 bis 48 Stunden ein deutlicher Anstieg der
Enzymaktivitit zu verzeichnen. Dieser {ibertraf die Werte aller vorherigen
Messzeitpunkte. Der Befund korreliert mit der Entdeckung des sogenannten Second
Window of Protection (SWOP). Das SWOP beschreibt ein zweites, nach ca. 24 Stunden
auftretendes Zeitfenster, in dem das Myokard vor dem IRI geschiitzt ist. Es erstreckt sich
iber eine Dauer von zwei bis drei Tagen. Einige der beteiligten Mediatoren, darunter die
Januskinase 1 und 2, der NFkB sowie die Proteinkinase C, wurden bereits detektiert. Der
gesamte Mechanismus und vor allem die tatsdchlich schiitzende Wirkung am Myokard
selbst sind noch nicht geklirt (Hausenloy & Yellon, 2010; Kuzuya et al., 1993). Alle
Erkenntnisse, die im Rahmen dieser Studie gewonnen werden konnten, deuten auf eine
Beteiligung der RNase-1 an diesem Prozess hin. In weiteren Studien konnte untersucht
werden, ob der RNase-1-Anstieg im SWOP nach sechs Zyklen signifikant hoher ist als

nach vier und damit durch Erhdhung der Zyklen eine verbesserte Myokardprotektion
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erwirkt werden kann. Dariiber hinaus zeigt sich, dass die RNase-1-Aktivitdt nach 48
Stunden hoher ist als nach Abschluss des sechsten RIPC-Zyklus, was darauf hindeutet,
dass die RIPC mit sechs Zyklen im SWOP mdglicherweise wirksamer ist als unmittelbar
vor dem Eingriff. Um diese Hypothese zu bestétigen oder zu widerlegen, sind weitere
Studien an verschiedenen Kohorten erforderlich. Dies kdnnte insbesondere bei geplanten
ischdmischen Ereignissen, wie elektiven PCI oder geplanten Herzoperationen, von
Nutzen sein und in der klinischen Praxis eine attraktive Alternative zur
Fernkonditionierung unmittelbar vor dem Eingriff darstellen. Es ist jedoch zu beachten,
dass die RIPC-Zyklen von den Patienten als schmerzhaft empfunden werden kénnen und

es moglicherweise einer Sedierung bedarf.

4.2 Limitationen und Ausblick

In der durchgefiihrten Studie wurde aufgrund der geringen Anzahl an Teilnehmern und
Teilnehmerinnen sowie der damit verbundenen geringen Wahrscheinlichkeit eines
klinischen Nutzens ein longitudinales Studiendesign angewandt. Die Parameter einer
einzelnen Kohorte wurden zu verschiedenen Zeitpunkten untersucht und miteinander
verglichen. Dadurch konnten die Unterschiede zwischen dem vierten und sechsten Zyklus
der RIPC sowie das Verhalten der Parameter nach dem sechsten Zyklus gut illustriert
werden. Das angewandte Studiendesign erlaubt jedoch keinen Vergleich zwischen
verschiedenen Gruppen nach der RIPC. Vor diesem Hintergrund wird fiir zukiinftige
Forschung zu diesem Thema ein randomisiertes kontrolliertes Studiendesign empfohlen,
bei dem es mindestens zwei zu vergleichende Kohorten zu beriicksichtigen gilt. Dabei
sollten nicht nur die involvierten Mediatoren eingebunden sein, sondern insbesondere
auch das klinische Outcome ist zu inkludieren, um die vielversprechenden Ergebnisse der
RIPC mit sechs Zyklen abschlieBend und fundiert zu bewerten. Eine Erhéhung der
Teilnehmerzahl ist in dieser Hinsicht zur Verbesserung der Aussagekraft der Studie
ratsam.

Des Weiteren sollte eine Uberarbeitung der Einschlusskriterien in Erwiigung gezogen
werden. Die in dieser Studie eingeschlossenen Studienteilnehmer und -teilnehmerinnen
unterzogen sich neben isolierten CABG auch Kombinationseingriffen. Dies kann
problematisch sein: Von Heusch und Rassaf (2016) wurde berichtet, dass die im Rahmen
der Kombinationseingriffe durchgefiihrten Herzklappen-Operationen neben der
ischdmischen zu einer zusétzlichen traumatischen Gewebeschiddigung fiihren, die den

Effekt des RIPC negativ beeinflusst. Im Gegensatz dazu konnte die Wirkung der RIPC
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bei isolierten CABG unter anderem von Karuppasamy et al. (2011) nachgewiesen
werden. Im Kontext folgender RIPC-Studien wire es deshalb zu einer deutlicheren
Darstellung des RIPC-Effekts sowie hinsichtlich einer besseren Vergleichbarkeit der
Ergebnisse sinnvoll, lediglich Probanden und Probandinnen aufzunehmen, die sich einer
isolierten CABG unterziehen.

Dass das Narkoseregime den Effekt des RIPC beeinflusst und Propofol den protektiven
Effekt mindert, wurde bereits in fritheren Studien belegt (Kottenberg et al., 2012). In der
hier beschriebenen Studie wurde Propofol lediglich in der Einleitungsphase der Narkose
eingesetzt. Aufgrund der langsamen Eliminationszeit von Propofol besteht jedoch die
Moglichkeit, dass der Effekt der RIPC dennoch beeinflusst wurde (Dinis-Oliveira, 2018).
Um den maximalen Nutzen der RIPC zu erzielen, konnte daher der Einsatz einer
vollsténdig volatilen Anésthesie in Erwégung gezogen werden.

Es ist zu beachten, dass trotz sorgfaltiger Probenanalyse Fehler auftreten konnen. Um
mogliche Fehlerquellen zu minimieren, wurden in dieser Studie alle Analysen im
Duplikat durchgefiihrt.

Die vorliegenden Ergebnisse bestétigen die Vermutung aus fritheren Studien, dass das
eRNA/RNase-1-System an der RIPC beteiligt ist, und lassen darauf schlieBen, dass sechs
RIPC-Zyklen einen stirkeren protektiven Effekt haben als vier (Cabrera-Fuentes et al.,
2015). Die RNase-1 als korpereigener Schutzfaktor stellt einen geeigneten Parameter dar,
allerdings ist sie hochstwahrscheinlich nur einer der vielen Mediatoren in einem
komplexen Netzwerk von Signalwegen, die fiir die Wirkung der RIPC verantwortlich
sind. Um die Mechanismen dieser Regulation und den Einfluss von sechs anstelle von
vier RIPC-Zyklen besser zu verstehen, sind weitere Studien erforderlich.

Fiir ein besseres Verstindnis der Dynamik der im Plasma zirkulierenden RNA im
Zusammenhang mit der RNase-1 wire es sinnvoll, die eRNA in verschiedene Subtypen
zu differenzieren. Vor allem sollte der Anteil schidlicher RNA im Verhiltnis zu den als
protektiv beschriebenen miRNA-Subtypen, die durch spezifische Mechanismen vor
RNase geschiitzt sind, genauer betrachtet werden (Frey et al., 2018; Li et al., 2014).
Hierdurch konnte eine bessere Abschitzung des protektiven Effektes der RNase-1 in
Bezug auf die eRNA vollzogen werden.

Die Daten zeigen anhand der postoperativen Kinetik der RNase-1 eine weitere potenzielle
Einsatzform der RIPC im SWOP. Obwohl dieses Zeitfenster in fritheren Studien als
kardioprotektiv, aber weniger robust als der Schutz unmittelbar nach der RIPC angesehen

wurde, deuten die hier erzielten Ergebnisse auf eine verbesserte Myokardprotektion im
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SWOP durch sechs RIPC-Zyklen hin (Hausenloy & Yellon, 2010). Dies konnte eine
zusétzliche Option flir die Myokardprotektion vor elektiven Eingriffen wie
Herzoperationen oder PCI darstellen und sollte in zukiinftigen Studien bei vorhersehbaren
ischdmischen Ereignissen als attraktive Alternative zur RIPC unmittelbar vor dem Eingriff
in Betracht gezogen werden.

AbschlieBend bleibt festzuhalten, dass die Ergebnisse die Rolle des eRNA/RNase-1-
Systems als bedeutsamen Wirkmechanismus der RIPC bestérken. Durch die Erhhung
der Zyklenzahl ldsst die Kinetik der Parameter im Beobachtungszeitraum eine
Verringerung des IRI sowie einen verbesserten klinischen Outcome fiir Patienten und
Patientinnen erwarten, die sich einer herzchirurgischen Operation unter extrakorporaler
Zirkulation unterziehen. Um diese Hypothese zu bestitigen, sind jedoch weiterfiihrende
prospektiv randomisierte Studien mit einer hoheren Anzahl an Probanden und
Probandinnen notwendig. Dabei sollte der Unterschied zwischen vier und sechs RIPC-
Zyklen zusitzlich in Bezug auf das Ausmal} des Myokardschadens sowie den klinischen
Outcome an unterschiedlichen Kohorten beurteilt werden. Um den Effekt der RNase-1
auf die im Plasma zirkulierende RNA besser beurteilen zu kdnnen, wire in zukiinftigen
Studien, wie bereits erwéhnt, aulerdem eine Differenzierung der RNA in verschiedene
Subtypen sinnvoll. Zudem stiitzen die Daten die Annahme in Bezug auf einen erheblich
verbesserten Effekt der RIPC mit sechs Zyklen im SWOP. Auch diesbeziiglich ist ein
Vergleich mit vier Zyklen als Gegenstand weiterer Forschungsprojekte anzuregen und zu

befuirworten.
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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Methode der Fernischdmiekonditionierung (RIPC) wurde bereits in zahlreichen
vorangegangenen Studien angewandt, um die Ischdmie-Reperfusionsverletzung (IRI) zu
minimieren. Diese tritt wihrend herzchirurgischer Eingriffe und anderer Verfahren auf
und hat zum Ziel, die postoperativen Ergebnisse bei Patienten und Patientinnen zu
verbessern. Es wurde nachgewiesen, dass der eRNA/RNase-1-Signalweg in die
Steigerung der Ischdmietoleranz durch RIPC involviert ist. Dabei fiihrt die verstirkte
Freisetzung von RNase-1 als natiirlicher Gegenspieler der schidlichen eRNA, die unter
anderem durch TNF-a den IRI fordert, zu einer Verringerung des Myokardschadens.

Da bisherige Untersuchungen zur RIPC lediglich vier Zyklen von Ischdmie und
Reperfusion an den Extremitdten beinhalteten und unterschiedliche Ergebnisse lieferten,
wurden in dieser Studie die Auswirkungen von sechs Zyklen auf den eRNA/RNase-1-
Signalweg bei Patienten und Patientinnen untersucht, die sich einer Herzoperation
unterzogen.

Insgesamt erhielten 14 Patienten sechs Zyklen mit jeweils fiinfminiitigen Phasen von
Ischdmie und Reperfusion an einer Extremitdt. Blutproben wurden sowohl intraoperativ
nach jedem Zyklus als auch postoperativ zu festgelegten Zeitpunkten einer peripheren
Arterie entnommen. Zusétzlich waren Proben zum Zeitpunkt der Aortenklemmung und -
6ffnung sowohl peripher als auch aus dem Koronarvenensinus zu beziehen. Im Labor
wurden die Proben hinsichtlich der Verdnderungen von eRNA, TNF-a und der RNase-1-
Aktivitdt analysiert. Die Einbeziehung von zwei zusétzlichen RIPC-Zyklen fiihrte zu
einer signifikanten weiteren Steigerung der RNase-1-Aktivitit sowie zu einer
Angleichung des transkardialen Gradienten von eRNA und TNF-o, was in einer
verstirkten Reduktion schéddlicher Parameter im Koronarvenensinus wéhrend der
Operation miindete. Dariiber hinaus zeigte sich zwischen 24 und 48 Stunden nach der
Operation eine weitere signifikante Zunahme der RNase-1-Aktivitét, die sogar die Werte
am Ende der RIPC {ibertraf. Dies stiitzt die Annahme eines zweiten Schutzfensters
(Second Window of Protection, SWOP) und weist auf die Beteiligung der RNase-1 hin.
Zusammenfassend konnte die vorliegende Studie den signifikant positiven Effekt der
beiden zusétzlichen RIPC-Zyklen nachweisen. Um jedoch Schliisse auf die
Auswirkungen dieses laborchemisch nachgewiesenen Effekts auf das klinische Outcome
zichen zu konnen, sind weitere Studien erforderlich. Diese sollten verschiedene

Patientengruppen berticksichtigen und klinische Parameter einbeziehen.

49



Summary

Summary

Remote ischemic conditioning (RIPC) is a technique employed in numerous prior studies
to mitigate ischemia-reperfusion injury (IRI), a common occurrence during cardiac
surgery and various other medical procedures, with the aim of enhancing postoperative
outcomes for patients. Previous research has already established the involvement of the
eRNA/RNase-1 pathway in enhancing ischemia tolerance through RIPC. This process
entails an increased release of RNase-1, acting as a natural antagonist to the detrimental
eRNA, which contributes to IRI via pathways like TNF-a, ultimately resulting in a
reduction in myocardial damage.

Given that previous investigations into RIPC utilized only four cycles of ischemia and
reperfusion on the extremities, yielding mixed results, our current study sought to explore
the impact of six cycles on the eERNA/RNase-1 signaling pathway in patients undergoing
cardiac surgery.

In this study, we performed six cycles, each consisting of five-minute phases of ischemia
and reperfusion, on a single limb in 14 patients. Blood samples were collected both
intraoperatively after each cycle and postoperatively at predefined intervals from a
peripheral artery. Additionally, during aortic clamping and opening, blood samples were
obtained from both peripheral and coronary sinus sources. These samples underwent
laboratory analysis to assess the dynamics of eRNA, TNF-a, and RNase-1 activity.

Our results revealed a significant further increase in RNase-1 activity due to the inclusion
of the two additional RIPC cycles. This resulted in the equalization of the transcardiac
gradient of both eRNA and TNF-a, effectively reducing damaging parameters within the
coronary sinus during surgery.

Furthermore, between 24 and 48 hours post-surgery, a notable increase in RNase-1
activity was observed, surpassing the levels measured at the conclusion of RIPC. This
finding strengthens the hypothesis of the existence of a second window of protection
(SWOP) and implies the involvement of RNase-1 in this phenomenon.

In conclusion, our study successfully demonstrated the significantly positive impact of
the two additional RIPC cycles. Nevertheless, further investigations, incorporating
diverse patient cohorts and clinical parameters, are imperative to draw conclusions

regarding the translation of the laboratory-documented effect to clinical outcomes.
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Abkiirzungsverzeichnis

Abkiirzungsverzeichnis

ATP et sttt et e bt Adenosintriphosphat
B A e Bovine Serum Albumin
Ca2+ .................................................................................................................................................................................... Calcium
CABG ...ttt Koronararterienbypass-Operation
S et e e e e et e e e eeana Koronarvenensinus
ELISA .t Enzyme-linked Immunosorbent Assay
CRINA .o extrazelluldre Ribonukleinsdure
5 LTS P PP PPPPPUPPPPPPPPPPPRt Proton
HoO ettt e e et aas Wasser
HIT oot Heparin-induzierte Thrombozytopenie
Herz-Lungen-Maschine

................................................ Kallum
.......................................................................................................... Konfidenzintervall
.............................................................................................................. mikroRNA
Mitochondriale Permeabilitéts-Transitions-Poren
............................................................................................................................................................................... Natrlumlon
NAD T e Nicotinamidadenindinukleotid
NIKB oo nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells
PClL.eeeeee e Perkutane Koronarintervention
P A ... et Plattchenfaktor 4
PV et et ettt et e aeesabaen Periphere Vene
R ettt Radialarterie
RO X e Ramus circumflexus
RIPC ..o Ischdmische Fernkonditionierung
RIVA e Ramus interventricularis anterior
RN A et e e et Ribonukleinsaure
RINGSC....eviieeeteee e et e et e e e e e e e et ee e e eearreeeens Ribonuklease
RO et Reaktive Sauerstoffspezies
Streptavidin-HRP............cccoccverinnnnnnn. Streptavidin- Streptavidin-horseradish peroxidase
SWOP ... second window of protection
TINF Ol ee e e e e e eeareee e e Tumornekrosefaktor-o
VEGE ... Vascular Endothelial Growth Factor
VW e e e von-Willebrand-Faktor
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Anhang 1: Aufklarungsbogen

Standort Gie en

Herz-, Kinderherz- und l lK( ;M@

GefiiBchirurgie

Direktor: Prof. Dr. A. Boning UNIVERSIT)USKLINIKUM
Rudolf-Buchheim-Sir. 7 GIESSEN UND MARBURG
35385 Gie en

Telefon: 06 41/985-44301
Telefax: 06 41/985-44309
Ambulanz: 0641/985-44318
andreas.boening@chiru.med.uni-
giessen.de

www.ukgm.de

PATIENTENINFORMATION ZU EINER KLINISCHEN STUDIE

,,Die Kinetik der RNase 1 in der ischamischen Prakonditionierung bei

kardiovaskularen Eingriffen™

Sehr geehrte Patientin, sehr geehrter Patient,

1hr Arzt hat bei lhnen eine Erkrankung des Herzens oder der Gefar..e festgestellt, so dass eine
Herz- oder Gefai1,operation geplant isl. Bei Herz- oder Gefai1,operationen besteht trotz enormer
Fortschritte bei der Narkosefuhrung und den modernen Operationstechniken fur verschiedene
Organe, wie das Herzen, das Gehirn und die Niere, ein geringes Risiko, nach der Operation in ihrer
Funktion beeintrachtigt zu werden.

In verschiedenen Studien wurde an herzchirurgischen Patienten, bei denen ein wiederholtes
Aufpumpen einer automatischen Blutdruckmanschette in Funf-Minuten-Zyklen am Oberarm nach
der Narkoseeinleitung (Remote-Prakonditionierung) entweder eine Reduktion des Herzschadens
anch der OP oder kein wesentlicher Effekt nachgewiesen.

Wie kommt diese Reduktion zustande? Wir vermuten, dass bei Durchblutungsstiirungen im Arm
Signale zu anderen Kiirperorganen gesendet werden, die ,,Vorsicht Durchblutungsstiirungen!"
bedeuten kbnnten.

Zurzeit gibt es nur wenige Oaten daruber, welche Signalkaskade nach diesen kurzzeitigen
absichtlichen Durchblutungsanderungen eingeschaltet wird. Wir vermuten eine wesentliche Role
des eRNA/RNAse- Weges und miichten daher die RNAse Spiegel im Blut zu verschiedenen
Zeitpunkten wahrend und nach der Operation messen. Nach der neuen Behandlung mittels
aufgepumpter Blutdruckmanschette fur 6 Fiinf-Minuten-Zyklen (Remote-Prakonditionierung) wird

zu 19 Zeitpunkten jeweils 5 ml Blut aus einem liegenden Zugangsweg entnommen.

Universiti:i.tsklinikum GieRen und Marburg GmbH GeschattsfUhrung: Aufsichtsratsvorsitzender:
Martin Menger (Vorsitzender} Dr. Dr. Martin Siebert
Prof. Dr. Werner Seeger (Stv. Vors.)
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Dr. Gunther Weill

Prof. Dr. JochenA. Werner
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Wir bitten Sie hiermit um 1hr Einverstandnis, an dieser Untersuchung teilzunehmen und uns die
erhobenen Dalen zur Auswertung zur Verfugung zu stellen. Hierdurch konnen wir eventuell in
Zukunft die Betreuung van Patienten, die sich einer Operation unterziehen mussen, weiter

verbessem.

Risiken, die Ihnen durch die Studienteilnahme entstehen konnen:

Durch diese wissenschaftliche Untersuchung entsteht lhnen nach menschlichem Ermessen
kein zusatzliches Risiko, das iiber das iibliche Risiko einer Vollnarkose fiir denselben
Eingriff, bei derselben Grunderkrankung hinausgeht. Wahrend der gesamten Zeit werden
Sie von einem erfahrenen Anasthesisten betreut. Insbesondere hat ein wiederholtes
Aufpumpen einer Blutdruckmanschette keine bekannten Risiken oder Nebenwirkungen. Da
die Blutdruckmanschette in Narkose aufgepumpt wird, verursacht lhnen diese Mal?,nahme auch

keine Schmerzen.

Wir verpflichten uns unter alien Umstanden zu folgenden Punkten:
1. Alie erhobenen Dalen unterliegen der arztlichen Schweigepflicht. |hre Dalen werden nach
Pseudonvmisierung (ihr Name wird durch einen Zahlencode ersetzt. die eine

Entschlusseluna nahezu unmoaglich macht) ausgewertet. Dazu isl lhre Zustimmung
notwendig.

2. Sie konnen jederzeit, auch nach Beginn der Studie, ohne Nennung van Grunden lhre
Zustimmung zuruckziehen, ohne dass sich daraus Nachteile fur Sie ergeben.

3. lhre Zustimmung oder Ablehnung wird weder die Anasthesie noch die Operation in
irgendeiner Weise beeinflussen.

4. Durch diese Studie wird Ihre perioperative Betreuung nicht beeinflusst. Das wiederholte
Aufpumpen der Blutdruckmanschette am OP-Tag nimmt etwa 40 Minuten in Anspruch. Da
dies nach der Narkoseeinleitung starlet, und somit parallel zu den notwendigen
Operationsvorbereitungen durchgefiihrt wird, wird lhre Narkose und Operation
NIGHT verlangert. Die postoperative Therapie erfolgt nach klinischer Routine bei alien

Patienten gleich.

Detaillierte Informationen zur Untersuchung von korpereigenem Material

Nach Artikel 1 und 2 des Grundgesetzes haben Sie ein so genanntes informationelles
Selbstbestimmungsrecht. Das bedeutet fur die Medizin, dass wir wissenschaftliche
Untersuchungen an korpereigenem Material nur durchfuhren durfen, wenn Sie damit einverstanden
sind und wenn wir Sie vorher daruber aufgeklart haben. Diese Untersuchungen dienen der

Erforschung van Krankheiten und der Entwicklung neuer Therapien und werden zum

Anhang

76



Seite 3van 4

Nutzen van Patienten durchgefuhrt, auch wenn Sie im Einzelfall persiinlich keinen Vorteil davon
haben.

Alie Untersuchungen unterliegen streng dem Datenschutz und der arztlichen Schweigepflicht, sind
also fur Unbefugte nicht zuganglich. Behiirden, Versicherungen und ,,interessierte Institutionen"
bekommen keine Auskunft. Da in der Medizin die Forschung in Netzwerken erfolgt, versenden wir
die Proben eventuell auch an andere Labors und Institutionen. Auch dart wird der Datenschutz
streng eingehalten. Aus der Teilnahme an dem Forschungsprojekt kiinnen Sie keine finanziellen

Anspruche ableiten. Die Proben werden 10 Jahre aufbewahrt und dann vernichtet.

Anhang
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Einverstandniserklarung

,,Die Kinetik der RNase 1 in der ischamischen Prakonditionierung bei

kardiovaskularen Eingriffen™

Vor- und Zuname des Patienten:

Ich bin von uber die geplante Studie ausreichend mundlich und schriftlich informiert worden. Ziele,
Methoden und die miiglichen Risiken wurden mir ausfuhrlich in verstandlicher Form dargelegt. Ich habe die
Patienteninformation gelesen und verstanden. Ich hatte ausreichend Gelegenheit, die Studie mil meinem Arzt zu
besprechen und Fragen zu stellen. Alie meine Fragen und Bedenken wurden zu meiner Zufriedenheit beantwortet.

Ich weil:l, dass die Studienteilnahme freiwillig isl. Ich kann jederzeit ohne Angaben von Grunden meine Zusage zur
Teilnahme zuruckziehen und fordern, dal:l meine Oaten aus der Studie geliischt werden. Daraus wurden keine

Nachteile entstehen.

Ich bin damit einverstanden, dass im Rahmen der Untersuchung meine Oaten aufgezeichnet und pseudonymisiert
(d.h. ohne Namensnennung) zur Auswertung der Ergebnisse verwendet werden. Alie im Rahmen der Studie
erhobenen Dalen werden strikt vertraulich gemiiB dem Datenschutz behandelt. Einer wissenschaftlichen
Auswertung der pseudonymisierten Oaten und einer mOglichen VerOffentlichung der Ergebnisse stimme ich zu.

Meine Einwilligung bezieht sich auch auf die Erhebung und Verarbeitung von Gesundheitsdaten sowie der
Kontaktaufnahme des Studienleiters zum behandelnden Hausarzt.

Ich gebe hiermit separat van der Entnahme der DNA-Probe meine freiwillige Zustimmung zur Teilnahme an dieser

Studie. Ein Exemplar dieser Einwilligung und eine Kopie der Patienteninformation habe ich erhalten.

(Datum, Uhrzeit) (Patient) (Datum, Uhrzeit) (Untersucher)

Zusiitzlich bin ich damit einverstanden, dass meine Blutproben fiir Forschungszwecke verwendet werden. Ich
iibertrage sie zu diesem Zweck an die beteiligten Einrichtungen. Diese sind berechtigt, die Proben fiir 10 Jahre
aufzubewahren und fiir Forschungszwecke, insbesondere der Analyse von weiteren Soffwechselvorgiingen,
die mit dem Operationsergebnis und moglichen Komplikationen nach der Operation zusammenhiingen

kOnnten, zu verwenden.

(Datum, Uhrzeit) (Patient) (Datum, Uhrzeit) (Untersucher)
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Anhang 2: Ethikantrag

JUSTUS-LIEBIG FACHBEREICH 11
& MEDIZIN

UNIVERSITAT ) 3
i GIESSEN é}%m
ARl

ETHIK-KOMMISSION
am Fachbereich Medizin
Vorsitz: Prof. H. Tillmanns

€5,

- Klinikstr. 29 (Alte Chirurgie) igflen

Prof. Dr. A. Boning
Klinik fur Herz-, Kinderherz- und Gefalchirurgie
Rudolf-Buchheim-Str. 7 Klinikstr. 29 (Alte Chirurgie)
35392 Giellen D-35385 Gieflen
Tel - (0841)99-42470 / 47660
athic kemmission@orama mec un.-giessende

Gieflen, 13. November 2019

Dr. Kr/
AZ.: 12115
Titel:  Die Kinetik der RNase-1 in der ischamischen Prakonditicnierung bei kardiovaskuidren
Eingniffen

Amendment vom 21.10.19:
1. Erweiterung der Remote Ischaemic Preconditioning-Zyklen von bisher 4 auf 6;

2. Enveiterung der Patientenzahl um 14 Patienten, bei denen ein herzchirurgischer Eigriff
mit Hilfe der Herz-Lungen-Maschine durchgefuhrt ward,

Sehr geehrter Herr Prof. Boning,

nach Durchsicht der Unterlagen bestehen keine Einwénde gegen die Erweiterung unter
Beibehaltung des sonstigen, bereits positiv bewerteten Studienprotokolls fur diese Studie.
Die Kommission hat einen formalen Krtikpunkt bzgl der Patienteninformation und
~Einwilligungserklarung: Es fehlt ein Hinweis auf das Loschrecht der Daten bei Widerruf cer
Einwilligung

In der sicheren Annahme, dall der genannte Punkt berUcksichtigt wird, stimmt die
Kommission der Erweiterung ohne jeden Einwand zu und wunscht gutes Gelngen.

<//Z 7 7
Lot e i T
LK

Pref. Dr. H. Tilmanns
Vorsitzender
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