Aus der Kilinik fur Anasthesiologie
der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf

Direktor: Univ.-Prof. Dr. med. Benedikt Pannen

Einfluss von Alter auf die Kardioprotektion durch
ischamische Fernprakonditionierung (RIPC) in der

Ratte in vivo

Dissertation
zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin

der Medizinischen Fakultat der Heinrich-Heine-Universitat

Dusseldorf

vorgelegt von

Lilli vom Bruch

2021



Als Inauguraldissertation gedruckt mit Genehmigung der

Medizinischen Fakultat der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf

gez.:

Dekan: Univ.-Prof. Dr. Nikolaj Klocker
Erstgutachter: Prof. Dr. Dr. Ragnar Huhn-Wientgen
Zweitgutachter: PD Dr. Hug Aubin



Fur Florian



Ergebnisse und Teile dieser Arbeit wurden veroéffentlicht:

Behmenburg, F., Heinen, A., vom Bruch, L., Hollmann, M.W., Huhn, R., (2017),
Cardioprotection by Remote Ischemic Preconditioning is blocked in the aged rat
heart in vivo. Journal of Cardiothoracic and Vascular Anesthesia, (31)
1223-1226



Zusammenfassung

In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass die wiederholte
ischamische Fernprakonditionierung (RIPC, remote ischemic preconditioning)
eine wirksame Methode ist, um das Herz vor Schaden durch Ischamie und
Reperfusion zu schitzen. Dieser Effekt konnte in grof3en klinischen Studien nicht
bestatigt werden. Die kardioprotektiven Effekte der RIPC kdnnten durch
verschiedene Einflussfaktoren, wie zum Beispiel das Alter, beeinflusst worden
sein. Der alleinige Einfluss des Alters auf die RIPC und die damit verbundene
fehlende Ubertragbarkeit in den klinischen Alltag ist noch unbekannt.

Ziel der Studie war es zu untersuchen, ob die Effekte der RIPC im Alter
aufgehoben sind.

Die Versuche wurden in einem in vivo Modell an jungen (J, 2-3 Monate) und alten
(A, 22-24 Monate) mannlichen Wistar Ratten durchgefuhrt. Die Randomisierung
erfolgte in vier Gruppen (n=6). Die Kontrollgruppen (J-Con und A-Con) wurden
nicht behandelt. Die RIPC Gruppen (J-RIPC und A-RIPC) unterliefen vier Zyklen
einer funfminutigen, beidseitigen Hinterbeinischamie mit funfminutigen
Reperfusionsphasen. Alle Tiere erhielten eine 25-minutige regionale
Myokardischamie, @ mit  darauffolgender 120 Minuten  andauernder
Reperfusionsphase. Im Anschluss an die Reperfusion wurden die Herzen
entnommen und die Infarktgrofe in Prozent des Risikogebiets mittels TTC-
Farbung gemessen. Die Angabe der Ergebnisse erfolgte mit Hilfe von Mittelwert
+ Standardabweichung. Es wurde eine bendtigte Gruppengrofle von n=6
berechnet, um eine Differenz von 20% in der Infarktgrof3e mit einer Teststarke
von 80% und einem a—Fehler <0,05 detektieren zu kénnen. Die InfarktgréRen
wurden mittels t-Test analysiert. Ergebnisse wurden als signifikant gewertet,
wenn p<0,05 war.

Es zeigte sich, dass RIPC die InfarktgroRe in den jungen Ratten signifikant
gegenuber der Kontrollgruppe reduziert (J-RIPC: 31x9% vs. J-Con: 5619%;
p<0,05). In den gealterten Ratten waren die kardioprotektiven Effekte von RIPC
ganz aufgehoben (A-RIPC: 62+ 8%, A-Con: 6314%; n.s.).

Die Ergebnisse zeigen, dass der Effekt der Kardioprotektion durch RIPC in
gealterten Rattenherzen ganz aufgehoben ist. Das Alter scheint ein
unabhangiger Einflussfaktor der RIPC zu sein. Das Ergebnis tragt somit zu der
Erklarung der fehlenden Ubertragbarkeit der RIPC in klinischen Studien bei.

Die Ursache fur den fehlenden kardioprotektiven Effekt der RIPC im Alter kdnnte
in einer Beeinflussung der Signallbertragung liegen. Weitere Studien zu den
genauen Mechanismen der RIPC und den Veranderungen im Alter sind
notwendig. Ziel sollte es sein, RIPC flr den Einsatz im Risikokollektiv zu
modulieren, um dann von Vorzigen wie der einfachen und kostengunstigen
Durchfihrbarkeit in einem immer grofler werdenden Kollektiv an alteren
Patienten im klinischen Alltag zu profitieren.



Abstract

Various studies have shown that remote ischemic preconditioning (RIPC) is a
potent mechanism to protect the heart from injury caused by ischemia and
reperfusion. This cardioprotective effect could not be confirmed by large clinical
trials. Effectiveness of RIPC may have been influenced by different confounding
factors, for example age. The sole influence of age on RIPC and the
corresponding reason for the lack of transferability in clinical daily routine is
unknown.

The aim of the study was to investigate whether the effectiveness of RIPC is
canceled out by advancing age.

We used an in vivo rat model including young (Y, 2-3 months) and aged
(A, 22-24 months) male Wistar rats. Animals were randomized to four groups
(n=6). Animals of control groups did not receive RIPC treatment. RIPC groups
(Y-RIPC; A-RIPC) underwent four cycles of five minutes of bilateral hindlimb
ischemia, each followed by five minutes of reperfusion. After that, all animals
received 25 minutes of regional myocardial ischemia (ligation of a main branch
of the left coronary artery), followed by 120 minutes reperfusion time. At the end
of reperfusion, hearts were excised, and infarct size, presented as percentage of
area at risk, was determined by TTC-staining. Data are represented as mean +
standard deviation. Sample size was calculated with a group size of n=6 to detect
a difference in infarct size of 20% with a power of 80% and an a <0.05. Analysis
of infarct size was performed by t-Test. Differences between the groups were
considered statistically significant when p<0.05.

RIPC caused a significant infarct size reduction in young rats treated by
RIPC-protocol compared to control group (Y-RIPC: 31+9% vs. Y-Con: 561£9%;
p<0.05). The cardioprotective effect of RIPC was completely canceled outin aged
rats (A-RIPC: 62+8%, A-Con: 63+4%; ns).

These data show that cardioprotection by RIPC is absent in aged rat hearts.

In conclusion, age seems to be an independent confounding factor. The results
of this study could help to explain difficulties regarding clinical implementation of
RIPC. The underlying reason for the absent cardioprotective effect in senescent
hearts could possibly be caused by changes in signal transduction.

More studies are needed to determine the underlying mechanism of RIPC and
age-dependent changes.

In the future, RIPC should be modulated for efficient use in high-risk groups, so
it is possible to benefit from advantages such as easy and reasonable execution
in an ever-increasing group of older people in the clinical setting.
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1 Einleitung

1.1 Koronare Herzerkrankung

1.1.1 Definition

Die Koronare Herzerkrankung (KHK; Synonym: Ischamische Herzkrankheit) wird
als Manifestation der Arteriosklerose in den Koronararterien definiert.! Aufgrund
der Koronarstenose kommt es zu einem reduzierten Blutfluss und somit zu einer
verringerten Koronardurchblutung. Dies wiederum fuhrt zu einem Ungleich-
gewicht zwischen Sauerstoffangebot und Sauerstoffbedarf.!-?

Die durch diesen Zustand hervorgerufene Myokardischamie kann sich
verschieden manifestieren.! Es wird die symptomatische KHK vom chronischen
Geschehen, das symptomlos verlauft (stumme Ischamie), abgegrenzt."? Bei der
symptomatischen KHK werden vor allem die stabile Angina pectoris und das
akute Koronarsyndrom, mit den drei klinischen Erscheinungsformen instabile
Angina pectoris ohne Troponinanstieg, NSTEMI und STEMI, unterschieden.’
Die chronische Form der KHK kann zu jedem Zeitpunkt in ein akutes,
lebensbedrohliches Ereignis Uibergehen.? Wesentliche Ziele der Behandlung der
KHK sind eine sinkende Mortalitat und Morbiditdt sowie eine verbesserte

Lebensqualitat der Patienten.?

1.1.2 Epidemiologie

Im Rahmen des demographischen Wandels verandern sich Todesursachen und
die durch Krankheiten verursachten Gesundheitskosten in der Bevolkerung
zunehmend. Neben den psychischen Erkrankungen verursachen Herz-
Kreislauferkrankungen momentan die hdchsten Krankheitskosten pro
Einwohner.® Im Jahr 2018 waren Todesfélle durch Erkrankungen des Herz-
Kreislaufsystems mit 36,2% die haufigste Ursache.* Hierbei betraf der tddliche

Ausgang besonders Personen &lter als 65 Jahre.* In der Altersgruppe der



40-49-Jahrigen liegt die Lebenszeitpravalenz bei insgesamt 2,6%, bei Personen
zwischen 70 und 79 Jahren steigt sie auf 24,9%.°

Soziale Faktoren scheinen im Rahmen der Entwicklung von Herz-
Kreislauferkrankungen eine Rolle zu spielen. So zeigte sich in der INTERHEART
Studie, dass Personen mit einem geringen sozialen Status ein deutlich erhdhtes
Risiko fiir koronare Herzerkrankungen aufweisen.>®

Im Jahr 2015 geborene Kinder werden Berechnungen zufolge durchschnittlich
das 80. Lebensjahr erreichen und somit wahrscheinlich ein hoheres Risiko haben
im Alter Herz-Kreislauf-Erkrankungen zu erleiden.” Der demographische Wandel
fuhrt in der Bevolkerung zu einem immer weiter ansteigenden Anteil an alten
Patienten. Im Rahmen dieser Entwicklung gewinnen Strategien zur Reduktion
von Mortalitat und Morbiditat bei Patienten mit Herz-Kreislauf-Erkrankungen
immer mehr an Bedeutung.” Es muss versucht werden, eine effektive und einfach
umsetzbare Methode zur Reduktion von Mortalitat und Morbiditat im Rahmen der
KHK zu schaffen. Einen ersten Schritt stellt hierbei die Erforschung der

ischamischen Prakonditionierung dar.

1.2 Pathophysiologie des Myokardinfarktes

Im Rahmen des Myokardinfarkites kommt es zu einem Verschluss der
Koronararterien mit Ischamie der Kardiomyozyten und nachfolgendem Zelltod.®
In dem von der betroffenen Koronararterie versorgten Areal (AAR; area at risk)
fuhren eine fehlende Wiederherstellung der Perfusion und die damit verbundene
Sauerstoffunterversorgung zu einem Verlust von Myokardzellen. Die Nekrose
der Myokardzellen des Risikogebietes wird als InfarktgroRe bezeichnet
(IS; infarct size).>'® Die Ischamietoleranz ist abhangig von Organ und
Spezies.®'"'2 Beim menschlichen Myokard sind die entstehenden
Ischamieschaden in den ersten 30-40 Minuten teilweise reversibel.” Auch eine
iatrogen unterbrochene Blutzufuhr am Herzen bei Behandlungsverfahren wie
Organtransplantation, Ballonangioplastie und Bypass-Operation kann einen

Ischamie-Reperfusionsschaden (I/R-Schaden) auslésen.



Die endgultige InfarktgroRe wird sowohl von der Ischamiephase als auch von der
Reperfusionphase bestimmt.’™ Beide Prozesse tragen zu unterschiedlichen
Zeitpunkten zu der Entwicklung des Gesamtschadens bei.'®'® Einen Uberblick

der Zusammenhange zwischen Ischamie und Reperfusion gibt Abbildung 1.
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Abb.1: Verlauf Ischamie-Reperfusionsschaden: Abbildung 1 zeigt schematisch den zeitlichen
Verlauf der Entwicklung des Gewebeschadens durch einen Myokardinfarkt mit nachfolgender
Intervention (Revaskularisierung). Reperfusionsschaden und Ischamieschaden ftreten zu
unterschiedlichen Zeiten auf und fuhren in ihrer Summe zur GesamtgroRe des Infarkts
(IS; infarct size). Modifiziert nach Bulkley et al. (1987)."7



1.2.1 Ischamiephase

Durch das verringerte Angebot an Sauerstoff kommt es wahrend der Ischamie
zu einer Veranderung von zelluldren und molekularen Prozessen in den
Kardiomyozyten.'® Eine vereinfachte Darstellung findet sich in Abbildung 2. Die
Umstellung der Zellen von aerober auf anaerobe Glykolyse fuhrt zu einem
verringerten ATP-Gehalt, einem sinkenden pH-Wert und einem erhdhten
Laktatgehalt in der Zelle.”® Diese Prozesse Ilésen Veranderungen im
Calciumhaushalt aus.' Der Gehalt an intrazellularem Calcium nimmt durch die
fehlende Funktion verschiedener ATP-abhangiger Membrantransporter
zusatzlich zu.

Klinisch kdonnen sich wahrend der Ischamiephase typische Veranderungen im
EKG wie z.B. ST-Strecken-Veranderung zeigen." Auch eine eingeschrankte

kardiale Funktion und auftretende Arrhythmien kénnen beobachtet werden.’

Mitochondrium

Ca?*

Sarkoplasmatisches
Reticulum

Abb.2: Ischamiephase des Kardiomyozyten: Abbildung 2 zeigt exemplarisch die intrazellularen
Vorgange wahrend der Ischamiephase eines Kardiomyozyten. Aufgrund des steigenden pH-
Wertes kommt es zu einem Austausch von H" gegen Na* aus der Zelle (1). Bei steigendem
intrazellularem Na* sinkt die Aktivitdt des Na*/Ca?*-Austauschers (2). Der Mangel an ATP fiihrt
zum Ausfall ATP-abhangiger lonenkanale (3), dies fihrt zusatzlich zu einer Akkumulation von

Ca?*und Na* intrazellular. Modifiziert nach Sanada et al. (2011)."°



1.2.2 Reperfusionsphase

Durch die anschlieRende Reperfusion steigt der Sauerstoffgehalt der Zelle an,
der ATP-Gehalt und der extrazellulare pH-Wert normalisieren sich.'® Dies flihrt
zu einem hohen pH-Gradienten gegenuber dem intrazellularen Raum und einem
Einstrom von Na* Uber den Na*/H*-Austauscher. Uber den Na*/Ca?-
Austauscher gelangt das Uberfliissige Na* aus der Zelle, dafiir wird Ca?* in die
Zelle aufgenommen. Der normalisierte intrazellulare pH-Wert hebt die Hemmung
der Ca?-abhangigen Protease Calpain auf.'®0 Dies aktiviert die
Apoptosekaskade im Kardiomyozyten. Reaktive Sauerstoffspezies (ROS;
reactive oxygen species) aus den Mitochondrien schadigen zellulare Strukturen
wie Enzyme, lonenkanale und die Zellmembran. Durch den inflammatorischen
Prozess immigrierte neutrophile Granulozyten sezernieren zusétzlich ROS.2"22
Der Ca?*-Uberschuss und die vorhandenen Sauerstoffradikalen stoien Nekrose-
und Apoptosekaskaden an.'® Das freigesetzte Calcium fiihrt zu DNA- Schaden,
Denaturierung von Enzymen und Zellmembranschaden.?® In den Mitochondrien
fuhrt der Ca?*-Anstieg in Kombination mit der Freisetzung von ROS und dem
normalisierten pH-Wert in der Reperfusionsphase zur verlangerten Offnung der
mitochondrialen Permeabilitats-Transitions-Poren (mPTP).2>24 Es folgt eine
unregulierte Freisetzung von Ca?*, Schwellung der Mitochondrienmatrix und die
oxidative Phosphorylierung wird nachfolgend beendet. Die Ruptur der aulderen
Membran und Freisetzung der dort vorhandenen Apoptosetrigger wie Cytochrom
C fUhrt zum Zelltod des Kardiomyozyten.?* Die verschiedenen Ablaufe der

Reperfusionsphase finden sich in Abbildung 3.

Klinisch kénnen sich nach der Reperfusion zum Beispiel Arrhythmien und eine
verlangerte kontraktile Dysfunktion zeigen.' Histologisch finden sich unter
anderem myokardiale Hamorrhagien (Kontraktionsbande), Nekrosen von
Kardiomyozyten und zerstorte kleine Gefalde als Zeichen einer mikrovaskularen

Obstruktion.13:25
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Abb.3: Reperfusionsphase des Kardiomyozyten: Abbildung 3 zeigt die intrazellularen
Vorgange wahrend der Reperfusionsphase eines Kardiomyozyten. Aufgrund des sinkenden
extrazellularen pH-Wertes steigt der H*-Gradient gegeniiber dem Intrazellularraum an und der
Na*/H*- Austauscher bringt Na* in die Zelle (1). Uber den Na*/Ca?*-Austauscher wird Na* aus der
Zelle und Ca?" in die Zelle gebracht (2). Der normalisierte intrazellulare pH-Wert hebt die
Hemmung der Ca?*-abhangigen Protease Calpain auf, es folgt eine Aktivierung der
Apoptosekaskade (3). Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) werden von Mitochondrien und
neutrophilen Granulozyten sezerniert. Sie schadigen zellulare Strukturen wie Enzyme,
lonenkanale und die Zellmembran (4). Der Ca?*-Anstieg und die freigesetzten ROS fiihren in den
Mitochondrien zur Offnung von mitochondrialen Permeabilitats-Transitions-Poren (mPTP). Die
oxidative Phosphorylierung wird beendet und die auf3ere Mitochondrienmembran rupturiert. Es
werden Apoptosetrigger (Cytochrom C) frei und der Zelltod wird eingeleitet (5). Neutrophile
Granulozyten (NG); Zellmembran (ZM). Modifiziert nach Sanada et al. (2011) und Hausenloy et
al. (2013).19%



1.3 Prakonditionierung

Das Phanomen der ischamischen Prakonditionierung (IPC; Ischemic
Preconditioning) beschreibt, dass bestimmte Organe durch vorherige
wiederholte kurze Ischamie- und Reperfusionsphasen einen geringeren Schaden
durch eine langere Ischamiephase erleiden kdnnen. Im Falle des Herzens wurde
so eine vorher gesetzte Ischamie mit nachfolgender Reperfusion das Myokard
schitzen und zu einem geringeren Infarktareal und einer verbesserten
Organfunktion fiihren.26:2

Mitte der 1980er Jahre zeigten Murry et al. erstmalig, dass mit Hilfe der
Prakonditionierung die InfarktgroRe verringert werden kann.?® Dazu flhrte die
Arbeitsgruppe bei narkotisierten Hunden in vivo vier Zyklen eines jeweils
funfmindtigen  Verschlusses einer Koronararterie mit  nachfolgender
Reperfusionsphase durch. Im Anschluss daran durchliefen Interventions- und
Kontrollgruppe eine vierzigminutige Okklusion der Koronararterie. Eine
exemplarische Darstellung des Versuchsprotokolls findet sich in Abbildung 4.

5 5 5 5 5 5 5 5 40 min 4d

Ischamie Reperfusion

Abb. 4: Exemplarisches Versuchsprotokoll IPC: Abbildung 4 zeigt den exemplarischen
Versuchsaufbau des durch Murry et al. durchgefihrten Versuchs. Dargestellt sind jeweils vier
funfmindtige Ischamiephasen (blau) mit nachfolgender funfminitiger Reperfusion (weil3). Im
Anschluss erfolgt eine Ischamie von 40 Minuten. Der Versuch endet nach einer
Reperfusionsphase von 4 Tagen (4d).2

Murry et al. konnten zeigen, dass die Koronarokklusion in der
Interventionsgruppe zu einer um 75% reduzierten InfarktgroRe im Vergleich zu
der Kontrollgruppe fuhrte. In der Interventionsgruppe, die einen dreistiindigen
Koronarverschluss erhielt, zeigte sich kein signifikanter Unterschied.

Anfang der 1990er Jahre konnte erstmals der Effekt der IPC am menschlichen
Herzen wahrend einer Bypass Operation belegt werden.?® Nach zwei

dreimindtigen Ischamien mit nachfolgender Reperfusion zeigte sich, dass in den



Myokardbiopsien der Interventionsgruppe mehr ATP gemessen werden konnte.
Dies fUhrte zu der Annahme, dass der verringerte ATP Verbrauch auf eine
erhohte Ischamietoleranz hinweise.?®

Auch in anderen Organen konnten im Verlauf die Effekte der IPC nachgewiesen
werden. Die Prakonditionierung bei der Ratte fihrte zu einer Reduktion des
Infarktareals im Gehirn.2® Auch in Organen wie der Niere, der Leber und der
Lunge konnte die Wirksamkeit der IPC nachgewiesen werden. 33233

Einen Nachteil der IPC stellt die Notwendigkeit der Applikation des Reizes am
Zielorgan dar. Um den positiven Effekt zu erzielen muss eine direkte Ischamie
zum Beispiel am Herzen erfolgen. Aufgrund der hohen Invasivitat der IPC und
den damit verbundenen Risiken fur den Patienten ist diese Methode fur den
klinischen Alltag wenig geeignet.

Die im Folgenden beschriebene ischamische Fernprakonditionierung stellt eine
mogliche Alternative zur IPC dar und konnte nicht-invasiv im klinischen Alltag

eingesetzt werden.

1.3.1 Ischamische Fernprakonditionierung

Erstmals wurde der Effekt der ischamischen Fernprakonditionierung (RIPC;
Remote Ischemic Preconditioning) von Przyklenk et al. sieben Jahre nach der
Entdeckung der IPC durch Murry et al. beschrieben.®* In ihrer Studie erhielten
narkotisierte Hunde in vivo in der Interventionsgruppe vier Zyklen einer jeweils
funfminttigen Okklusion des Ramus circumflexus, gefolgt von jeweils
funfmindtigen  Reperfusionsphasen.®* Im Anschluss wurde die linke
deszendierende Koronararterie verschlossen und es zeigte sich eine signifikant
reduzierte InfarktgréRe in der Interventionsgruppe im Vergleich zu der
Kontrollgruppe. Przyklenk et al. konnten so erstmals aufzeigen, dass eine
ischamische Prakonditionierung zu einem Effekt in Myokardzellen eines fernen
Versorgungsgebietes flihrt.34

In darauffolgenden Studien wurden die Effekte von RIPC unter anderem
bezlglich Zeitpunkt, Ort und Umfang des Stimulus naher untersucht. Es konnte
gezeigt werden, dass eine Ischamie im Bereich der Nieren- oder

Intestinalarterien zu einer Reduktion des Infarktareals am Herzen fuhrt.®®



Es wurde so belegt, dass das Zielorgan und der Ort des Stimulus unterschiedlich
sein kénnen.%®

Auch der bendtigte Stimulus wurde naher untersucht und es zeigte sich, dass
neben der invasiven Technik durch direkte Ischamie an einem entfernten Organ
auch eine nicht-invasive Technik den gewunschten protektiven Effekt erzielen
kann. In einem ersten Schritt gelang es in einem in vivo Modell zu demonstrieren,
dass eine Ischamie in Kombination mit elektrischer Stimulation am M.
gastrocnemius beim Kaninchen zu einer 65-prozentigen Reduktion der
InfarktgroRe am Herzen fiihrt.3® AnschlieRend konnte in einem in vivo Versuch
am Schwein gezeigt werden, dass vier Zyklen einer einseitigen
Hinterlaufischamie mit Hilfe eines Tourniquet, gefolgt von einer
Reperfusionsphase, eine deutliche Reduktion der InfarktgroRRe hervorrufen.?

Im Verlauf wurden Fragen nach der Anzahl der bendtigten Zyklen, der Wahl der
Extremitat und Dauer der Ischamiephase naher untersucht. In einem in vivo
Modell an Kaninchen belegten Sandhu et al. , dass drei Zyklen einer IPC am
Herzen die Effektivitat gegentber einem durchgefiihrten Zyklus steigern.3” Auch
in einem Versuch an Mausen bestétigte sich dieser Effekt.®® Zusatzlich wurde
festgestellt, dass das Ausmald der Protektion unabhangig von der Anzahl der
Extremitaten und damit der ischamischen Muskelmasse ist.3®

Mittlerweile hat sich der Einsatz der Blutdruckmanschette aus Kostengrinden
und wegen ihrer einfachen klinischen Anwendbarkeit in der Forschung etabliert.
In einer klinischen Studie von Candilio et al. wurde der Einsatz im klinischen
Umfeld erprobt.®® Sie konnten zeigen, dass die Verwendung einer
Blutdruckmannschette im Rahmen von RIPC 2zu einem reduzierten
Troponinanstieg bei Bypass-Operationen fiihrt.® Sie schlossen auf ein
reduziertes perioperatives Infarktareal.®®* In einer Multicenterstudie an 240
Patienten mit PCI konnte der Effekt von RIPC ebenfalls nachgewiesen werden.4°
Es wurde gezeigt, dass bereits ein Zyklus einer funfminltigen einseitigen

Oberarmischamie zu einer Troponinreduktion fiihrt.4°

Das Herz stellt nicht das einzige durch Ischamien gefahrdete Organ dar. Es
konnte auch in anderen, durch ischamische Episoden besonders bedrohten

Organen, der protektive Effekt durch RIPC dokumentiert werden.



Eine Multicenterstudie von Zarbock et al. aus dem Jahr 2015 konnte zeigen, dass
durch RIPC eine verringerte Anzahl an akutem Nierenversagen bei 240
Patienten, die sich einer Bypass Operation unterzogen, auftrat.4!

Nicht nur im Bereich der Nephroprotektion, sondern auch bei Leberresektionen
und Lungenresektionen konnte ein organprotektiver Effekt durch RIPC
nachgewiesen werden.*?43 In einer prospektiven Studie an tber 200 Patienten,
die eine Lungenresektion erhielten, zeigte sich, dass es nicht nur postoperativ zu
geringeren Serumleveln fur IL-6 und TNF-a kam, sondern auch verbesserte
sekundare Endpunkte (akutes Lungenversagen) zu beobachten waren.*3

Trotz einfacher Ausfuhrbarkeit und bereits in in vivo Modellen gezeigter
Effektivitat konnte nicht immer ein signifikant reduziertes Troponin als primarer
Endpunkt gemessen werden. Thielmann et al. belegten in einer
Singlecenterstudie an Uber 300 Patienten einen kardioprotektiven Effekt.#* Im
Gegensatz dazu wurde in zwei grol3en Phase IlI Multicenterstudien mit jeweils
Uber 1000 Patienten (RIPHeart*>; ERICCA%) kein positiver Effekt der RIPC
gezeigt.

Die Wirksamkeit von RIPC konnte in vivo durch verschiedene Faktoren
beeinflusst worden sein. In Betracht kommen hierbei nicht nur die Wahl des
Anasthetikums und die Vormedikation der Probanden, sondern auch vorhandene
Komorbiditaten kénnten die Studien beeinflusst haben. Um die positiven Effekte
von RIPC im klinischen Alltag nutzen zu kénnen, muss die Frage nach der
genauen Signaltransduktion beantwortet und die mdglichen Einflussfaktoren

untersucht werden.

1.3.2 Signaltransduktion RIPC

Bei RIPC am Herzen wird der ischamische Stimulus an einem herzfernen Organ
induziert.*” Nach der Stimulation findet eine Ubertragung Uber bisher nicht
abschlieBend geklarte Wege zum Effektororgan statt.*34° Es muss zwischen zwei
Teilstrecken der Signaltransduktion unterschieden werden.

Der erste Teil besteht aus der Ubertragung vom Ort des Stimulus (Extremitat)

zum Kardiomyozyten. Den zweiten Teil stellt die nachfolgende Ubertragung in
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der Zelle (zellulare Signalkaskade) dar.'® Abbildung 5 zeigt in einer Ubersicht die

moglichen Signaltransduktionswege der RIPC.

Stimulus ’ Neuronale Ubertragung | Protektion
Ischémie/Reperfusion | —) ’ Zellulire Signalkaskade ‘ mmmm) | Inflammation !
Extremitat | Humorale Ubertragung | InfarktgroRe &

Abb.5: Signaltransduktionswege RIPC: Abbildung 5 zeigt schematisch die mdglichen Wege der
Signaltransduktion durch RIPC. Der Stimulus (Ischamie mit anschlieRender Reperfusion) wird
Uber zwei Hauptwege zum Effektororgan (Herz) geleitet. Es wird zwischen einem neuronalen und
humoralen Weg unterschieden. Am Herz findet dann eine Ubertragung mit Hilfe von zellularen
Signalkaskaden statt, die eine Kardioprotektion ausldsen. Zusatzlich werden systemische
Prozesse wie die inflammatorische Immunantwort moduliert. Am Herzen fihrt die RIPC zu einer
Kardioprotektion mit InfarktgroRenreduktion. Modifiziert nach Heusch et al. (2015).4°

Der Stimulus kann beispielsweise elektrisch®%5', mechanisch®?, chemisch®? oder,
wie im Fall der RIPC, durch Ischamie mit anschlieRender Reperfusion appliziert
werden.'® Die Ubertragung zwischen Ort des Stimulus und Effektororgan erfolgt
auf mindestens zwei Wegen.'®

Den ersten mdglichen Ubertragungsweg stellt die neuronale Ubertragung dar.%*
Fur die Beteiligung dieses Ubertragungswegs spricht, dass in der Ratte in vivo
eine Vagotomie zur Aufhebung der kardioprotektiven Effekte durch RIPC fuhrt
und die vagale Stimulation in verschiedenen Spezies den Effekt der RIPC
imitieren konnte.5%5¢ Der zweite in der Literatur beschriebene Ubertragungsweg
zwischen Stimulationsort und Effektor (Herz) besteht in der Sekretion von
humoralen Faktoren.'®5” Fir diesen Weg der Ubertragung spricht die
Beobachtung, dass Blut, Plasma oder Dialysat eines mit RIPC behandelten
Spenders auf ein isoliertes Empfangerherz Ubertragen werden und dort eine
InfarktgroRenreduktion erzielen kénnen.*958-60 Aych eine Ubertragung zwischen

verschiedenen Spezies ist moglich und fiihrt zu einer InfarktgroRenreduktion.®’

Die protektiven humoralen Faktoren wurden als hydrophob®?63 und thermolabil®?
beschrieben. Dies fuhrt zu der Annahme, dass einige der gesuchten Faktoren

Proteine sein konnten.' Eventuell findet ein Transport der Faktoren vom Ort der
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Stimulation Uber extrazellulare Vesikel zum Effektororgan statt.®* Sie konnten
z.B. verschiedene Proteine, mRNA, DNA oder miRNA transportieren.>6°

Als mogliche humorale Faktoren konnten fur die RIPC bisher Glucagon like
peptide-1 (GLP-1)%, Adenosin®’, Opiate®, Acetylcholin®, Erythropoetin (EPO)7°,
IL-107" und der stromal cell-derived factor 1a. (SDF-1a.)’? identifiziert werden.”
Eine weitere Rolle in der Protektion durch RIPC scheint der Hypoxie-induzierbare
Faktor 1o (HIF-1a; hypoxia inducible factor 1 alpha) zu spielen, ein
Transkriptionsfaktor, der im Rahmen der Hypoxie verschiedene zellulare
Mechanismen (z.B. Apoptose, Angiogenese und Glykolyse)’® durch
Genexpression beeinflusst.”

Connexin 43, ein unter anderem an der Bildung von gap junctions beteiligtes
Transmembranprotein, konnte in kardialen Mitochondrien gefunden werden.’®
In vivo konnte gezeigt werden, dass Connexin 43 nach RIPC im phosphorylierten
Zustand verbleibt und sich ein reduzierter Ischamie- und Reperfusionsschaden
findet.”” Connexin scheint durch seine Offnung die gestdrte Volumenregulation
wahrend der Entstehung des Ischamie-Reperfusionsschadens zu verstarken.’”

Nach der Ubertragung des Signals aus der Peripherie zum Kardiomyozyten
findet eine intrazellulare Signaltransduktion statt.®

Diese erfolgt ahnlich der IPC wahrscheinlich hauptsachlich Gber die drei in
Abbildung 6 dargestellten Signaltransduktionswege: Reperfusion Injury Salvage
Kinase (RISK)-Signalweg, den Survivor Activating Factor Enhacement (SAFE)-
Signalweg und den Endothelial Nitric Oxide Synthase/Proteinkinase G
(eNOS/PKG)-Signalweg. Systemische Reaktionen mit Beteiligung von
Erythrozyten und der Freisetzung von Neutrophilen Granulozyten als Teil der
inflammatorischen Reaktion werden als mogliche weitere durch RIPC

beeinflusste Mechanismen beschrieben.”8.7®
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Abb.6: Mogliche intrazellulare Signaltransduktion RIPC: Abbildung 6 zeigt die mdglichen
humoralen und intrazellularen Signaltransduktionsmechanismen der RIPC in den
Kardiomyozyten. Die drei moglichen Wege der Signaltransduktion: RISK-Weg (blau; reperfusion
injury salvage kinase), SAFE-Weg (orange; survivor activating factor enhancement) und der
eNOS/PKG-Weg (griin; endothelial nitric oxide synthase/protein kinase G). Nach der Bindung der
Liganden an den Rezeptor erfolgt die Aktivierung der Signaltibertragung. Einen wichtigen Teil der
zellularen Endstrecke stellt das Mitochondrium dar (vgl. Abb.7). Die genaue Funktion des
Calcitonin gene related peptide (CGRP) und der Substanz P sind nicht abschlieRend geklart.
Glucagon like peptide-1 (GLP-1); Erythropoetin (EPO); Interleukin-10 (IL-10); stromal cell-derived
factor 1a (SDF-1a); Connexin 43 (CX43); Hypoxie-induzierbare Faktor 1a (HIF-1a). Modifiziert
nach Kleinbongard et al. (2016)."°

Als zellularer Endeffektor der RIPC wird das Mitochondrium diskutiert.898" In
einer in vitro Studie wurde Plasma von mit RIPC behandelten Schweinen auf
isolierte Rattenherzen uUbertragen und im Anschluss daran die gewonnenen
Mitochondrien untersucht.® In den behandelten Herzen wurde eine
InfarktgréRenreduktion neben einer verbesserten Funktion der isolierten
Mitochondrien dargstellt.?° Es zeigte sich in den Mitochondrien eine erhohte

Aktivitat der Atmungskette mit einer gesteigerten ATP-Synthese und eine
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reduzierte ROS-Produktion.’ AuRerdem nahm die Calcium-Retentionskapazitat
der Mitochondrien, als Indikator fiir eine Offnung der mPTP, ab.® Die Beteiligung
der Mitochondrien an RIPC wurde daher vermutet.®°

Ein in vivo Modell an Ratten, in dem nach RIPC erhdhte mitochondriale
Fusionsproteine gemessen wurden, gab ebenfalls einen Hinweis auf die
Beteiligung der Mitochondrien an der Kardioprotektion durch RIPC.#2

Als mogliche Mechanismen fur den Einfluss der Mitochondrien auf die
Prakonditionierung werden die Offnung der mitochondrialen-Permeabilitats-
Transitions-Poren  (mPTP)%%  der mitochondrialen = ATP-abhangigen
Kaliumkanale (mKare)®® und der mitochondrialen calciumabhangigen
Kaliumkanale (mKca)287 als Endpunkte diskutiert. Eine vereinfachte Darstellung

der mitochondrialen Signaltransduktion erfolgt in Abbildung 7.

K*
K +
——_____,__-—1;;;5;32"__————7

reperf
ROS ROS

rRos ROS ATP-Synthese |
Matrixschwellung

Membraneinriss
G Cytochrom C/Apoptose

Abb.7: Mogliche mitochondriale Signaltransduktion RIPC: Abbildung 7 zeigt schematisch die
mogliche Beeinflussung der RIPC am Mitochondrium. In der Ischamiephase fiihrt die Offnung der
mitochondrialen calciumabhangigen Kaliumkanale (mKca) und der mitochondrialen ATP-
abhangigen Kaliumkanale (mKatr) zu einer gesteigerten Produktion reaktiver Sauerstoffspezies
(ROS). Dieses Signal senkt in der Reperfusionsphase die Bildung von ROS und die Freisetzung
von Calcium. Nachfolgend fiihrt dies zu einer verringerten Offnung der mitochondrialen-
Permeabilitats-Transitions-Poren (mPTP). Die Offnung der mPTP wiirde die ATP-Synthese
beenden, die aulere Mitochondrienmembran rupturieren lassen und den Zelltod einleiten.
AuRere Mitochondrienmembran (AMM); Innere Mitochondrienmembran (IMM); Atmungskette
(AK). Modifiziert nach Bugger et al. (2020) und Rotko et al. (2020).86:88
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1.4 Einflussfaktoren der RIPC

Es sind verschiedene Einflussfaktoren bekannt, die den Infarkt-reduzierenden
Effekt von RIPC aufheben. In Frage kommen beispielsweise verschiedene
Medikamente, die in unterschiedlichem Ausmal Einfluss auf die ischamische
Fernprakonditionierung nehmen. Unter anderem konnen laut Studienlage
Opioide®, ACE-Hemmer®, R-Blocker®-%3, Statine® und verschiedene
Anasthetika® die ischamische Fernprakonditionierung beeinflussen. Im Rahmen
der Therapie erhalten insbesondere Patienten des Risikokollektivs fur
ischamische Herzerkrankungen Statine und R-Blocker.? Bei der Therapie mit
Statinen zeigte sich eine verbesserte Protektion durch RIPC.%4% Die in der
Therapie der koronaren Herzerkrankung gangigen R-Blocker hingegen
verringerten den kardioprotektiven Effekt.%

Einen weiteren moglichen Einflussfaktor konnte der im Alter gehauft auftretende
Diabetes mellitus darstellen.®” Es konnte nachgewiesen werden, dass die
protektiven Effekte von IPC und RIPC unter akuter Hyperglykdmie und bei an
Diabetes mellitus erkrankten Personen aufgehoben sind.%-'% Auch in der
Therapie des Diabetes mellitus angewandte Medikamente scheinen eine Rolle
zu spielen. Kottenberg et al. untersuchten den Einfluss von Sulfonylharnstoffen
auf die Kardioprotektion durch RIPC und stellten fest, dass der Infarkt-

reduzierende Effekt aufgehoben ist.%!

1.5 Einflussfaktor Alter

Das Alter der Probanden koénnte bei der Aufhebung der positiven Effekte durch
IPC und auch bei der Wirksamkeit der RIPC eine gesonderte Rolle spielen.6.102
Im Rahmen des Alterungsprozesses kommt es im Herzen und insbesondere den
Kardiomyozyten zu verschiedenen Veranderungen.'®

Es finden sich so zum Beispiel eine veranderte Gen- und Proteinexpression, ein
erhdhtes Level an oxidativem Stress und veranderte Apoptose-
mechanismen.'%31%4 Diese Veranderungen kénnen nicht nur zu einer geringeren
Kontraktilitdt, sondern auch zu einer geringeren Toleranz gegen Ischamie- und

Reperfusionsschaden (s. Kap. 1.2.1) fihren.'%
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Ein Beispiel fur die veranderte Genexpression ist das wahrend der Zellreplikation
aktive Enzym Telomerase. In gealterten Kardiomyozyten der Ratte kommt es zu
einer verringerten Telomeraseaktivitat.'® Es ergibt sich so der Hinweis auf eine
verringerte  Proliferationsaktivitdt und  damit eventuell  verbundene
Reparaturdefizite.

Auch der Umgang mit oxidativem Stress ist in den gealterten Kardiomyozyten
verandert.' Hierfir kommen einerseits fehlende Schutzmechanismen wie
antioxidative Proteine (z.B. Hamoxygenase-1)' und andererseits eine
vermehrte Produktion von oxidativen Stress auslosenden Substanzen (ROS) in
Frage.'” Der erhohte oxidative Stress kann dann zu einem veranderten
Apoptose- und Nekroseverhalten in den Kardiomyozyten fihren.'® Die damit
verbundenen Umbauprozesse fuhren wiederum zu einer verringerten
Kontraktilitat.1%®

1.5.1 Einfluss des Alters auf IPC

In verschiedenen Studien wurden bereits die Auswirkungen von Alter auf die IPC
untersucht und in vitro konnte der Verlust der IPC bei Ratten im mittleren
Lebensalter (7-8 Monate) aufgezeigt werden.'® Diese Ergebnisse stiitzen die
Beobachtung in vitro, dass bei einer einmalig applizierten finfminitigen
Koronarokklusion bei mittelalten Ratten kein positiver Effekt durch IPC
nachweisbar war.""® Eine gesteigerte Stimulation flihrte bei den mittelalten
Ratten zu einem reduzierten Infarktareal.'’® In den alten Tieren war dieser
kardioprotektive Effekt nicht vorhanden.''® Der Effekt der IPC scheint in vitro im
Alter komplett aufgehoben, jedoch in mittelalten Tieren durch erhdhte Stimulation
noch auslésbar zu sein.0

In vorhandenen in vivo Studien konnte hingegen kein eindeutiger Verlust der IPC
durch den Faktor Alter nachgewiesen werden. Sowohl in einer in vivo Studie an
jungen und alten Schafen als auch an Kaninchen aus drei Altersklassen, konnte
kein Unterschied in der Effektivitdt der IPC dargestellt werden.'’"12 |m
Gegensatz dazu konnte in vivo keine Wirksamkeit durch IPC an gealterten
Mausen aufgezeigt werden.'"® Es ergibt sich somit keine eindeutig belegbare

Aufhebung der IPC im Alter in vivo.
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Ein Ansatz um die klinische Wirksamkeit der IPC in vivo zu untersuchen, stellt
die nahere Betrachtung der Prainfarktangina als Korrelat der IPC dar. Ahnlich der
IPC kommt es hierbei zum Beispiel im Vorfeld eines Myokardinfarktes zu
kurzzeitigen Myokardischamien, die dann einen Infarkt-reduzierenden Effekt
haben konnen.''4115 Eine retrospektive Untersuchung mit Patienten im mittleren
(< 65 Jahre) oder hoheren (>65 Jahre) Lebensalter zeigte, dass eine innerhalb
von 48 Stunden einem Myokardinfarkt vorausgehende Angina pectoris einen
positiven Effekt auf das Outcome der Patienten hat.''® In mittelalten Patienten
waren Ereignisse wie Schock, Herzinsuffizienz und Mortalitat reduziert.’'® Bei
alteren Patienten zeigte sich dieser Effekt nicht.''® Diese Beobachtung konnte
auch in anderen Studien bestéatigt werden.'"” Die Ergebnisse sprechen fiir eine

Aufhebung protektiver Mechanismen durch IPC im Alter.

1.5.2 Einfluss des Alters auf RIPC

Der Einfluss von Alter auf die RIPC ist nicht abschlieRend geklart. Es gibt
Hinweise, dass nicht nur ein hohes, sondern auch ein sehr junges Alter Einfluss
auf die Wirksamkeit der RIPC nehmen kann. In einer Studie an neugeborenen
Schweinen und Kaninchen konnten verminderte kardioprotektive Effekte
beobachtet werden. 18119

In anderen Organen wie der Niere wurde ein verminderter protektiver Effekt von
RIPC im hohen Alter beschrieben.'® In zwei groBen klinischen Studien
(RIPHeart*>192; ERICCA%%) wurden keine kardioprotektiven Effekte von RIPC an
kardiochirurgischen Patienten aufgezeigt. Fraglich ist, ob hier das Alter und nicht
andere Einflussfaktoren wie die Anasthesiewahl®? oder Vormedikationen
ausschlaggebend fur die fehlende Wirksamkeit waren.

Eine retrospektive Metaanalyse konnte keinen Einfluss von Alter auf RIPC bei
herzchirurgischen Patienten zeigen.'?" Kritisch ist hier die fehlende
Voraussetzung flr eine Subgruppenanalyse und die nicht vorhandene
Kontrollgruppe mit jungen Patienten zu bewerten.?!

Im Kontrast dazu beobachteten Heinen et al., dass das Plasma von jungen

Probanden nach Ubertragung in vitro in einem isolierten Rattenherz zu einer
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signifikanten Infarktreduktion fiihrte.’?2 In den mit Plasma von alteren Probanden
perfundierten Herzen konnte dieser Effekt nicht nachgewiesen werden.'??
Diese Beobachtungen sprechen ihrer Ansicht nach fur eine veranderte
Freisetzung von humoralen Faktoren bei alten Patienten.'? Die Ubertragung des
jungen Plasmas auf alte Herzen fuhrte zu einer 20-prozentigen Infarktreduktion,
was fur den zumindest teilweisen Erhalt der intrazellularen Signalkaskade und
der Moglichkeit des Einsatzes von RIPC am gealterten Herzen spricht.’??
Eventuell ist die bei der RIPC freigesetzte Menge an humoralen Faktoren im Alter
reduziert und nicht ausreichend fur die Initierung eines infarktreduzierenden
Effekts.??

Die Reduktion von Reparaturmechanismen'®, Veranderungen an Muskulatur-
und GefaBaufbau'?*'?4, sowie die steigende Anfalligkeit gegeniber Ischamie-
und Reperfusionsschaden'® konnten bei der fehlenden Wirksamkeit durch RIPC
ebenfalls von Bedeutung sein.

Die genauen Mechanismen der Signaltransduktion der RIPC mussen in Zukunft
weiter identifiziert werden, um dann die durch das Alter veranderten Anteile der
Signalkaskade beeinflussen zu kdnnen.
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1.6 Ziele der Arbeit

Ziel der Arbeit ist die Beantwortung der Frage, ob der Effekt der RIPC im Alter
aufgehoben ist und sich im Rahmen einer fehlenden InfarktgroRenreduktion
zeigt. Es soll untersucht werden, ob dieser Effekt isoliert ohne weitere
Einflussfaktoren wie zum Beispiel Hyperglykamie, Diabetes mellitus oder

Vormedikation besteht.

Um die oben genannten Fragen zu beantworten, wurde der folgende

methodische Ansatz gewahilt:

Es wurden insgesamt 24 mannliche Wistar Ratten in einem in vivo Modell in vier
Gruppen (n=6) randomisiert. Die Gruppen unterschieden sich durch das Alter der
Versuchstiere und die Durchfuhrung von RIPC. Auf diese Weise erfolgte eine
Zuordnung die den Einflussfaktor Alter (A-CON; J-CON) und die Intervention
(J-RIPC; A-RIPC) umfasste. RIPC wurde im Versuch mittels vier Zyklen einer
funfmindtigen Hinterlaufischamie mit nachfolgender Reperfusion initiiert. Es
wurden sowohl die hamodynamischen Parameter wahrend RIPC und der
anschlieRenden Ischamie/Reperfusion als auch die endgultige InfarkigrofRe
erfasst. Die InfarktgroBRe wurde mit Hilfe der bereits etablierten
Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC)-Lésung dargestellt. Die planimetrische
Messung von Risikogebiet fur einen Infarkt und tatsachlicher InfarktgréRe erfolgte

verblindet.
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2 Material und Methoden

Die Durchfuhrung der beschriebenen Versuche erfolgte gemal® dem
Tierversuchsantrag in einem in vivo Modell an mannlichen Wistar Ratten. Die fur
die Versuche erforderliche Genehmigung erfolgte durch das Landesamt fur
Natur, Umwelt und Verbraucherschutz (LANUV) NRW und liegt unter dem
Aktenzeichen 84-02.04.2012.A101 vor.

2.1 Material

In Tabelle 1 sind alle im Rahmen der Studie verwendeten Materialien aufgelistet.
Soweit nicht anders angegeben, wurden alle Materialien von den Firmen Merck
Eurolab GmbH (Darmstadt, Deutschland), Carl Roth GmbH und Co.KG
(Karlsruhe, Deutschland), Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen,
Deutschland), Linde AG (Munchen, Deutschland) und der Zentralapotheke des
Universitatsklinikums Dusseldorf bezogen.

Tabelle 1: Ubersicht Material/Laborgerite/Software

Pentobarbital (Narcoren®) 16 9/100ml, Merial GmbH,
Hallbergmoos, Deutschland
Evans Blue Farbeldsung 1 g Evans Blue
5 g Dextran

NaCl 0,9% ad 500 ml Aqua dest.

Triphenyltetrazoliumhydrochlorid Fa. Serva Electrophoresis GmbH,
(TTC) Heidelberg, Deutschland
TTC Farbelésung 200 ml NaCl 0,9%

2,42 g Trishydroxymethylaminomethan
(Tris-Puffer)

1,5 g Triphenyltetrazoliumhydrochlorid

(TTC)

Beatmungsgerat Servo Ventilator 900C, Siemens-Elema
AB, Solna, Schweden

Blutgasanalysegerat ABL 700, Fa Radiometer, Willich,
Deutschland

Monitor Capnomac Ultima™, Datex, Finnland
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Aufzeichnungssoftware LabChart© Pro Version 8.0.5
ADInstruments Pty Ltd, Sydney/NSW,

Australien

Statistiksoftware GraphPad StatMate™ Version 1.01,
GraphPad Software Inc., San Diego/CA,
USA

Planimetriesoftware SigmaScan Pro5® fur Windows, SPSS

Science Software, San Jose/CA, USA

In Tabelle 1 sind die fur den Versuchsaufbau bendtigten Materialien, Laborgerate und Software

mit Herstellerangabe und die Zusammensetzung der verwendeten Losungen aufgefuhrt.

2.2 Methoden

2.2.1 Versuchsaufbau

Es wurden insgesamt 24 mannliche Wistar Ratten fur die in vivo Versuche
verwendet. Vor Beginn der chirurgischen Intervention wurden die Ratten mit Hilfe
einer intraperitonealen Applikation von Pentobarbital (100 mg/kg KGW)
narkotisiert. Zur Aufrechterhaltung der Narkose erhielten die Ratten im Verlauf
40 mg/kg KGW/h als kontinuierliche intravendse Infusion Uber einen Perfusor.
Die Ratten wurden tracheal intubiert, um eine Beatmung zu gewahrleisten. Die
druckkontrollierte Beatmung erfolgte mit einer FiO2 von 0,3 und einer
kontinuierlichen Messung des endexspiratorischen CO,. Es wurde die rechte
Vena jugularis zur Verabreichung der Narkose und der Gabe von Flussigkeit
(isotone NaCl-Lésung) prapariert. Zur kontinuierlichen Messung des Blutdruckes
wurde die linke Arteria carotis communis punktiert. Arterielle Blutgasanalysen
wurden regelmalig wahrend des gesamten Versuchs durchgeflhrt, um zu
prufen, ob sich sowohl die Beatmung als auch der Saure-Base-Haushalt im
physiologischen Bereich befanden.

In Rechtsseitenlage wurde eine linksseitige Thorakotomie durchgeflihrt, das
Perikard stumpf prapariert und die linke anteriore deszendierende Koronararterie
aufgesucht und mit Hilfe einer Ligatur (5-0 Prolene Faden) zur spateren Induktion
der Ischamie umschlungen. Nach Abschluss des Versuchsprotokolls
(s. Kapitel 2.2.3) wurden die Herzen entnommen und das Infarktareal

dargestellt.’?>
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2.2.2 Darstellung des Infarktareals

FUr die Darstellung des Infarktareals wurde nach der Entnahme der Herzen auf
eine modifizierte Langendorff Apparatur zurtickgegriffen. Die Herzen wurden
mittels eines aortalen Zugangs aufgehangt und an der Apparatur festgeknotet.
Mit Hilfe von Kochsalzlésung wurde das intravasale Blut mit einem Druck von
80 mmHg ausgespdlt. Es folgte ein erneuter Verschluss der bereits zuvor fur die
regionale Ischamie ligierten Koronararterie und eine anschlielende
zehnminutige Spulung mit 0,2% Evans Blue in NaCl Losung. Im Anschluss
wurden die Herzen erneut mit NaCl Losung gespult und das Uberflissige Evans
Blue intravasal entfernt.’”® Evans Blue diente im Versuchsaufbau der
Bestimmung des Risikogebiets, das durch die betroffene Koronararterie (linke
anteriore deszendierende Koronararterie) versorgt wird. Durch die vorherige
Okklusion der Arterie wurden nur au3erhalb ihres Versorgungsgebiets liegende
Bereiche angefarbt (Nicht-Risikogebiet; blau). Das Versorgungsgebiet der
Arterie, das zugleich Risikogebiet fur einen Infarkt ist, erschien ungefarbt.

Zur Darstellung der Infarktgrof’e wurde das Herz transversal in 2 mm dicke,
gleichmaBige Scheiben geschnitten und anschlieRend mit 0,75-prozentiger
Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC)-Losung fur 10 min bei 37°C und einem pH-
Wert von 7,42 eingefarbt. Zum Schluss wurden die Herzscheiben fiir 24 Stunden
in Formalin fixiert.

TTC eignet sich als Farbemittel flir ex vivo Praparate (isolierte Herzen) und
Zellkulturen.'?® Das quartare Ammoniumsalz TTC dient als Redox-Indikator und
stellt das vitale Myokard rétlich dar, wahrend das nekrotische Myokard graulich
erscheint.’® Biochemisch wird in der vorliegenden Redoxreaktion das farblose
TTC unter Voraussetzung intakter zellularer Stoffwechselmechanismen
(Mitochondrien,  Atmungskette, Dehydrogenasen, NADH) zu rotem
Triphenylformazan umgesetzt.’?® In inaktiven, toten Zellen erfolgt keine
enzymatische Reduktion und die Nekrose erscheint graulich-weil. "2

Mit Hilfe der Software SigmaScan Pro5® (SPSS Science Software, Chicago, IL,
USA) wurden im Anschluss das Risikogebiet und die tatsachliche Infarktgrofie
planimetrisch bestimmt. Die genannte Auswertung erfolgte verblindet. Beispiele

von Herzscheiben fur die Infarktgrof3enbestimmung finden sich in Abbildung 8.
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Con RIPC

Abb.8: InfarktgroBenbestimmung: Abbildung 8 zeigt exemplarische Herzscheiben. Evans Blue
diente im Versuchsaufbau der Bestimmung des Infarktrisikogebiets (ungefarbt). Das Myokard
aullerhalb des Versorgungsgebiets stellt sich blau dar. Nach Entnahme und Einschnitt der
Herzen wurden diese zuerst mit 0,75-prozentiger Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC)-Lésung
eingefarbt und danach mit Formalin fixiert. Die rétliche Farbung kennzeichnet vitales, die

graulichen Anteile nekrotisches Myokard.

2.2.3 Versuchsprotokoll

In die Versuche wurden 12 junge, mannliche Wistar Ratten (2-4 Monate,
263+18 g) und 12 alte, mannliche Wistar Ratten (22-24 Monate, 657+42 Q)
eingeschlossen. Die Ratten wurden in vier Gruppen (n=6 pro Gruppe)
randomisiert. Im Anschluss an die chirurgische Intervention (s. Kapitel 2.2.1)
erhielten alle Versuchstiere eine 15-minutige Interventionspause. Die
Herzfrequenz und der aortale Druck wurden wahrend der Intervention
kontinuierlich gemessen. Die Tiere der Kontrollgruppen (J-Con; A-Con) erhielten
nun far 40 Minuten eine intraven6se Anasthesie mit einer druckkontrollierten
Beatmung. In den Interventionsgruppen (J-RIPC; A-RIPC) erhielten die
Versuchstiere zusatzlich zur bereits aufgefuhrten Anasthesie vier Zyklen einer je
funfminttigen beidseitigen Ischamie der Hintergliedmalken mit Hilfe von
modifizierten Blutdruckmanschetten, gefolgt von jeweils funf Minuten
Reperfusion. Die Blutdruckmanschette wurde dabei bis zu einem Druck von
200 mmHg aufgepumpt. Alle Tiere erhielten im Anschluss eine 25-mindtige
regionale Myokardischamie durch Verschluss der bereits umschlungenen
Koronararterie. Die darauffolgende Reperfusionsphase dauerte in allen
Versuchsgruppen 120 Minuten.’? Das verwendete Versuchsprotokolle ist in

Abbildung 9 schematisch dargestellt.
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15 5 5 5 5 5 5 5 5 25 120 min

Ischamie Reperfusion J-Con
Ischamie Reperfusion J-RIPC
Ischamie Reperfusion A-Con
Ischamie Reperfusion A-RIPC

Abb.9:  Versuchsprotokoll RIPC: Abbildung 9 zeigt den Versuchsaufbau der
Prakonditionierungsgruppen (J-RIPC; A-RIPC) und der Kontrollgruppen (J-Con; A-Con). Nach 15
Minuten Ruhephase erhielten die Tiere der RIPC-Gruppe vier Zyklen einer funfmindtigen
beidseitigen Hinterlaufischamie mit nachfolgender Reperfusionsphase. AnschlieRend wurde bei
allen Gruppen eine Ischamie der linken deszendierenden Koronararterie hervorgerufen. Nach
einer darauffolgenden 120-minltigen Reperfusion wurden die Herzen entnommen und einer
modifizierten Langendorff Apparatur zugefuhrt. Jung (J); Alt (A); Kontrolle (Con);
Prakonditionierung (RIPC). Modifiziert nach Behmenburg et al. (2017).1%

2.2.4 Statistik

Der primare Endpunkt der durchgefiihrten Studie ist die am Herzen gemessene
InfarktgroRe (IS; infarct size). Von Interesse ist hier insbesondere der Vergleich
zwischen Kontroll (Con)- und Interventionsgruppen (RIPC). Die fir den
Versuchsaufbau erforderliche Festlegung der Gruppengréf3e und die statistische
Auswertung wurden mit Hilfe der Graph Pad StatMate™ Software Version 1.01
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA) durchgefuhrt. Die Fallzahlanalyse
ergab eine bendtigte GruppengréfRe von n=6, um eine Differenz von 20% in der
InfarktgréRe mit einer Teststarke von 80% und einem a—Fehler <0,05 detektieren
zu konnen. Die Darstellung und Auswertung aller Ergebnisse erfolgten mit Hilfe
von Mittelwert £ Standardabweichung. Die InfarktgroRe wurde mittels t-Test
analysiert. Der hamodynamische Vergleich der Gruppen untereinander und der
Vergleich verschiedener Zeitpunkte innerhalb einer Gruppe erfolgten mit Hilfe
zweifaktorieller Varianzanalyse, gefolgt vom Tukey’s post-hoc Test. Anderungen
der hamodynamischen Parameter innerhalb der Gruppen und zwischen den

Gruppen wurden als signifikant gewertet, wenn p<0,05 war.'?®
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3  Ergebnisse

3.1 Effekt der RIPC auf die Infarktgrofie

Die Infarktgrof3enauswertung der 24 Versuchstiere ist in Abbildung 10 dargestellt.
Die Datenerhebung wurde mittels des in Kapitel 2.2.3 beschriebenen
Versuchsprotokolls durchgefuhrt. Die Darstellung der InfarktgroRe erfolgt als
prozentualer Anteil des Risikogebietes fur einen Infarkt. Das Risikogebiet ist als
durch die linke anteriore deszendierende Koronararterie versorgter Bereich
festgelegt (s. Kapitel 2.2.1).

Es gab keine signifikanten Unterschiede in der Gro3e des Risikogebiets (AAR)
zwischen den Versuchsgruppen (J-Con 30+9% vs. J-RIPC 2619%; ns.
A-Con 18+8% vs. A-RIPC 20+8%; ns.)."?

Die InfarktgroRe in der Kontroligruppe der jungen Ratten betrug 5619% des
Risikogebietes. Nach Fernprakonditionierung reduzierte sich die Infarktgrofde
signifikant um 39% auf 31+9% des Risikogebiets (p<0,05 vs. J-Con, s.
Abb.10)."% Die InfarktgroRe in der Kontrollgruppe der alten Ratten (A-Con)
betrug 63+8% des Risikogebietes.’”” Durch RIPC konnte in der alten
Interventionsgruppe (A-RIPC) keine signifikante InfarktgroRenreduktion erzielt
werden (62+8% vs. A-Con; ns.).'?

Es ergibt sich in dem durchgefihrten in vivo Modell der Ratte eine aufgehobene
InfarktgroRenreduktion im Alter. Der dargestellte kardioprotektive Effekt in den

jungen Versuchsgruppen ist signifikant.

25



Infarktgrofle
80

70

60

50

40

30

20

10

InfarktgroRe (%) des Risikogebiets)

Jung Alt
ZCon ORIPC

Abb.10: Effekt der RIPC auf die InfarktgroBe: Abbildung 10 zeigt die InfarktgréRe (Prozent des
Risikogebiets) der Kontrollgruppe (Con) und der Interventionsgruppe (RIPC). Dargestellt sind
sowohl der Vergleich der jungen (J-Con) und alten Kontrollgruppe (A-Con) als auch der Vergleich
der jungen (J-RIPC) und alten (A-RIPC) Interventionsgruppe. Bei der jungen Interventionsgruppe
(J-RIPC) zeigte sich eine signifikante InfarktgrofRenreduktion gegentber der Kontrollgruppe
(J-Con) (p<0,05). Dieser Effekt konnte zwischen der alten Kontroll (A-Con)- und
Interventionsgruppe (A-RIPC) nicht gezeigt werden. Die Angabe der Daten erfolgt als Mittelwert
+ Standardabweichung. *p<0,05 vs. Kontrollgruppe (Con). Modifiziert nach Behmenburg et al.
(2017).128

3.2 Effekt der RIPC auf die Hamodynamik

Die wahrend der Versuche erhobenen hamodynamischen Parameter sind in
Tabelle 2 dargestellt.””® Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede
zwischen den vier Gruppen (J-Con, J-RIPC, A-Con, A-RIPC) bezuglich der
Herzfrequenz oder des Blutdruckes zu verschiedenen Zeitpunkten (Baseline,
Ischamie, Reperfusion). Innerhalb der Kontrollgruppe (J-Con vs. A-Con) und
Interventionsgruppe (A-Con vs. A-RIPC) konnten Kkeine signifikanten
Unterschiede in der Herzfrequenz festgestellt werden. Darlber hinaus gab es
keinen signifikanten Unterschied zwischen den alten (A-Con; A-RIPC) und

jungen (J-Con; J-RIPC) Ratten im Hinblick auf die Herzfrequenz.
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Wahrend der Reperfusionsphase unterschied sich der Blutdruck in beiden
Gruppen der jungen Tiere (J-Con; J-RIPC) signifikant zum Ausgangswert
(Baseline) (s. Tabelle 2). Zwischen den beiden jungen Gruppen
(J-Con vs. J-RIPC) konnte kein Unterschied bezlglich des Blutdrucks wahrend
der Reperfusion gezeigt werden. Innerhalb beider Gruppen kam es zu einem
ahnlich ausgepragten Blutdruckabfall wahrend der Reperfusionsphase. Bei den
zwei Versuchsgruppen der alteren Ratten zeigte sich diese Veranderung des
Blutdrucks weder innerhalb der jeweiligen Gruppe zu verschiedenen Zeitpunkten
noch zwischen den beiden Gruppen (A-Con vs. A-RIPC).

Tabelle 2: Himodynamische Parameter

Ischamie Reperfusion
Baseline 15 min 30 min 120 min
Herzfrequenz (min™)
J-Con 412 + 46 418 + 32 385+41 372 +£35
J-RIPC 385+ 54 388 + 37 365+ 55 345 + 32
A-Con 361+20 376 +11 370+ 30 337+12
A-RIPC 353 +30 372 +36 322+ 70 358 + 46
Mitteldruck (mmHg)
J-Con 97 + 20 85+ 11 68+ 8" 66+ 15"
J-RIPC 102+ 8 82+11" 67+ 15" 61+ 14"
A-Con 133+ 20 1339 120+ 17 116 + 13
A-RIPC 130 + 32 121+35 99+ 27 109 + 21

Tabelle 2 zeigt die hamodynamischen Parameter der Kontroligruppen (Con) und der
Interventionsgruppen (RIPC). Es sind die Herzfrequenzen (min') und die arteriellen
Mitteldricke (mmHg) der jungen (J-Con; J-RIPC) und der alten (A-Con; A-RIPC)
Versuchsgruppen dargestellt. Die Erhebung der Messwerte erfolgte zu verschiedenen
Zeitpunkten (Baseline, Ischamie, Reperfusion). Die Daten sind angegeben als Mittelwert +

Standardabweichung. n=6 pro Gruppe. *p<0,05 vs. Baseline. Modifiziert nach Behmenburg et al.
(2017).1%5
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4 Diskussion

Aufgrund des demographischen Wandels, des medizinischen Fortschritts und
der steigenden Anzahl an operativen und minimalinvasiven Methoden in der
Kardiochirurgie, ist es notwendig, die haufig bereits vorerkrankten Patienten vor
ischamiebedingten Schaden am Herzen zu schidtzen. Obwohl sich die
praoperative Evaluation, das intraoperative Vorgehen und die medizinische
postoperative Versorgung der Patienten kontinuierlich verbessert, fehlt es an klar
definierten Maoglichkeiten der aktiven Kardioprotektion. RIPC konnte eine
kostengunstige und im klinischen Alltag einfach umsetzbare Methode darstellen.
Die Wirksamkeit der RIPC konnte jedoch in den bisher erfolgten klinischen
Studien nicht eindeutig belegt werden.

Verschiedene proof of concept Studien konnten die Wirksamkeit von RIPC
belegen. Es wurden durch RIPC reduziertes Troponin T nach PCI'?” und Bypass
Operationen'?® gezeigt. Hierzu wurden in vivo Troponinwerte von PCI Patienten
gemessen und geringere Werte nach angewendeter RIPC festgestellt.*
Thielmann et al. belegten ein verbessertes Outcome (Mortalitat; Morbiditat/
MACCE) bei Patienten mit elektiver Bypass Operation durch RIPC.#4

Zwei groflde Phase Ill Studien mit mehr als 1000 eingeschlossenen Patienten
(RipHeart*>192: ERICCA*f) konnten im Gegensatz dazu keine Wirksamkeit von
RIPC nachweisen. Der Grund fir die unterschiedlichen Ergebnisse und die
fehlende Ubertragbarkeit in den klinischen Kontext sind unklar. Wie bereits in
Kapitel 1.4 dargestellt sind verschiedene Einflussfaktoren bekannt, die den
kardioprotektiven Effekt von RIPC aufheben kdénnen. Ein Einfluss kann
beispielsweise durch Opioide®®, ACE Hemmer®, R-Blocker®™-%3 Statine®* und
verschiedene Anasthetika ® erfolgen.

Einen moglichen unabhangigen Faktor stellt darUber hinaus das Alter der

Probanden dar.
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4.1 Beantwortung der Fragenstellung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es zu uUberprufen, ob Alter ein unabhangiger
Einflussfaktor der RIPC ist und damit die fehlende Ubertragbarkeit der positiven
Effekte von RIPC in groBen klinischen Studien (RIPHeart*>'%2; ERICCA%®) zu
erklaren ist.

In einer Studie an mannlichen, jungen (2-4 Monate) und alten (22-24 Monate)
Wistar Ratten wurde RIPC in vivo durchgefuhrt. Im Anschluss erfolgte ein
Vergleich der InfarktgroRenreduktion der beiden Gruppen untereinander und mit
einer jeweils entsprechenden Kontrollgruppe desselben Alters.
Zusammenfassend kann mit den Ergebnissen der vorliegenden Studie gezeigt
werden, dass RIPC bei den jungen Ratten zu einer signifikanten
InfarktgroRenreduktion fuhrte. Dieser protektive Effekt war bei den alten Ratten
vollstandig aufgehoben.

Somit scheint der Einflussfaktor Alter unabhangig von Vorerkrankungen und
Vormedikationen die positiven Effekte der RIPC zu beeinflussen.

4.2 Einfluss des Alters auf die Prakonditionierung

In der Literatur finden sich keine eindeutigen Daten bezlglich der Wirksamkeit
der verschiedenen Prakonditionierungsformen bei alternden Probanden.
Boengler et al. zeigten in vivo an Mausen, dass die IPC in gealterten Herzen
aufgehoben ist.'"® Auch in anderen Studien konnte kein Effekt der IPC gefunden
werden.16.129.130 |m Gegensatz dazu wurde in einem in vivo Modell an Schafen
eine im Alter erhaltene Fahigkeit der Kardioprotektion durch IPC festgestellt.'"!
Eine Studie an Kaninchen konnte ebenfalls eine erhaltene Wirksamkeit der
Prakonditionierung bestatigen.'"?

Die Aufhebung der RIPC im Alter konnte ebenfalls nicht eindeutig belegt werden.
Die retrospektive Analyse einer Studie von Thielmann et al. an Patienten die eine
Bypass Operation erhielten, zeigte keinen Einfluss des Alters auf RIPC.4121
Diese Schlussfolgerung ist jedoch kritisch zu bewerten, da es weder ein junges
Kontrollkollektiv gab, noch Voraussetzungen fur eine Subgruppenanalyse

vorlagen.
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Im Gegensatz dazu konnte in einer Metaanalyse eine verbesserte
Nierenprotektion bei jungen Probanden gegenuber alten Probanden nach RIPC
festgestellt werden.'?°

Aber nicht nur bei alternden Herzen wurde eine fehlende Prakonditionierung
gefunden. Bei neugeborenen Kaninchen wurde beobachtet, dass weder die
Gabe von Dialysat von prakonditionierten erwachsenen Kaninchen in vitro noch
RIPC in vivo einen positiven Effekt am Herzen auslosten.'® Die InfarktgroRe
nahm sogar zu. Diese Beobachtung bestatigte eine klinische Studie, in der
Neugeborene einen kardiochirurgischen Eingriff erhielten.’®' RIPC bewirkte
praoperativ angewendet keine Verbesserung der myokardialen postoperativen

Funktion (Primarer Endpunkt: Troponin [).13

Fraglich ist nun, auf welcher Ebene der Signaltransduktion der RIPC es zu einer
Einschrankung oder Aufhebung der Ubertragungsmechanismen kommt. Im
Folgenden soll nun genauer auf die verschiedenen in Kapitel 1.3.2
beschriebenen Signaltransduktionsebenen eingegangen werden. Es soll
versucht werden, den Einfluss durch den Faktor Alter darzustellen und Strategien

zur Verbesserung der Anwendbarkeit der RIPC im Alter aufzuzeigen.

4.3 Altersbedingte Veranderungen der Signaltransduktion der
RIPC

Wie bereits in Kapitel 1.3.2 beschrieben, werden fiir die Ubertragung der RIPC
verschiedene Signalkaskaden vermutet. Eventuell kann mit einer altersbedingten
Storung auf Ebene der Signaltransduktionsmechanismen die fehlende
Ubertragbarkeit in den klinischen Alltag (RIPHeart*>'92; ERICCA?*%) erklart
werden. In der vorliegenden Arbeit konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass
RIPC im Alter in vivo aufgehoben ist.'?®

Eine Mdglichkeit dieses Ergebnis zu erklaren, ist eine Stérung der Signalkaskade
auf Ebene der Signaltransduktion. Es konnte beispielsweise zu einer fehlenden
Reizubertragung zwischen Ort des Stimulus und dem Effektororgan kommen.
Denkbar ware hier eine fehlende oder nicht ausreichende Freisetzung von

humoralen Faktoren oder eine gestorte nervale Aktivierung im Alter.
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Eine zweite Mdglichkeit stellt eine veranderte Struktur am Effektororgan dar. Es
konnte am Herzen im Alter zu strukturellen Veranderungen in der Signalkaskade
kommen. Die genauen Mechanismen der RIPC sind nicht abschlieRend geklart
und momentan Gegenstand der Forschung. Nachfolgend sollen nun mdgliche
Mechanismen auf verschiedenen Signaltransduktionsebenen aufgezeigt werden,

die durch das Alter beeinflusst werden konnten.

4.3.1 Stimulus

In der vorliegenden Studie wurde ein bereits etabliertes RIPC-Protokoll gewahlt.
Die Versuchstiere erhielten in der Interventionsgruppe vier Zyklen einer je
funfminudtigen beidseitigen Ischamie der Hintergliedmallen mit nachfolgender
Reperfusion. Die Induktion der Ischamie erfolgte mit Hilfe von modifizierten
Blutdruckmanschetten, diese wurden bis zu einem Druck von 200 mmHg
aufgepumpt.

Fraglich ist, ob der in der vorliegenden Arbeit genutzte Stimulus ausreichend fur
die Freisetzung der bendtigten Faktoren im Alter ist. Die Auswahl der Anzahl und
der Dauer des Stimulus erfolgten auf empirischer Grundlage.'%?

In einem in vivo Modell an Kaninchen wurde gezeigt, dass drei Zyklen einer IPC
am Herzen die Effektivitat gegentber einem durchgefuhrten Zyklus steigern
konnen.?” Auch in anderen Tiermodellen konnte dieser Effekt beobachtet
werden.®® Der Effekt war bei einer Ischamiedauer Uber zehn Minuten
aufgehoben.®® Somit scheinen sowohl die Anzahl der Zyklen als auch die Dauer
der einzelnen Ischamien die Kardioprotektion zu beeinflussen.

Bei den in der vorliegenden Studie durchgefiuhrten Versuchen kann davon
ausgegangen werden, dass die Wahl des RIPC-Protokolls ausreichend flir einen
infarktreduzierenden Effekt ist, da die junge Interventionsgruppe eine signifikante
Infarktreduktion zeigte. Eventuell muss jedoch der Stimulus an verschiedene
Altersgruppen adaptiert werden. Es stellt sich in diesem Kontext die Frage, ob es
sich nur um eine unzureichende oder eine fehlende Freisetzung der bendtigten
Faktoren handelt. Mdglicherweise kann beim alteren Patienten Uber die Anzahl

oder Dauer der Zyklen die freigesetzte Menge an Faktoren erhdoht werden.

31



Ein Grund fiur die fehlende Wirksamkeit der RIPC bei alten Probanden kdnnte
sich in alterstypischen Veranderungen am Ort des Stimulus (Skelettmuskulatur)
finden. Von Anderungen im Alter kénnen die nervale Innervation, die
Blutversorgung und der Aufbau und die Masse der Skelettmuskulatur betroffen
sein.33

Veranderungen der Gefalle fuhren in alteren Patienten zu Atherosklerose und
damit verbunden zu endothelialer Dysfunktion.'* Besonders im Kollektiv der
Patienten mit Myokardinfarkten kann von einem vermehrten Auftreten dieser
Veranderungen ausgegangen werden."? Auch die Skelettmuskulatur verandert
sich und es kommt unter anderem zu einer Atrophie.'® Die in der atrophierten
Muskulatur alterer Probanden gebildeten Faktoren konnten nicht ausreichend fur
eine Kardioprotektion sein. In einem in vivo Modell an Mausen konnte gezeigt
werden, dass das Ausmal® der Protektion unabhangig von der Anzahl der
Extremitaten und damit der ischamischen Muskelmasse ist.3® Ein alleiniger
Verlust von Muskelmasse kann also die fehlende Stimulation im vorliegenden
Tiermodell nicht ausreichend erklaren.

Einen weiteren Ansatzpunkt, um die fehlenden kardioprotektiven Effekte durch
RIPC zu erklaren, bietet die Betrachtung der nervalen Innervation. Sie verandert
sich im Alter, die Nervenleitgeschwindigkeit nimmt ab.'® Es kann so zu einer
Stéorung am Ort des Stimulus oder im Signalweg zum Endeffektor (Herz)
kommen. Als Beispiel fur fehlende nervale Innervation kann die diabetische
Polyneuropathie bei Patienten mit Diabetes mellitus gesehen werden. Bei diesem
Patientenkollektiv konnte eine aufgehobenen Kardioprotektion nach RIPC
gefunden werden. %’

Es muss die Frage beantwortet werden, ob es eine mdgliche Strategie geben
kann, den Stimulus zu verbessern. In einem Modell an isolierten Rattenherzen
konnte nach IPC eine InfarktgroRenreduktion bei mittelalten Ratten (12 Monate)
durch einen erhohten Stimulus erzeugt werden.''° Bei den alten Ratten hatte die
Erhéhung des Stimulus keinen positiven Effekt auf die InfarktgréoRenreduktion.'°
Fraglich ist, ob auch bei RIPC die Erhéhung des Stimulus zu einer
InfarktgréRenreduktion flhrt. Die Erforschung der genauen Mechanismen der
RIPC scheint somit essentiell fur die Weiterentwicklung der Methodik und der

notwendigen Stimulationsmechanismen zu sein.
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4.3.2 Neuronale Ubertragung

Die genauen Ablaufe und die Rolle der neuronalen Ubertragung im Rahmen der
RIPC sind nicht abschlieRend geklart. Das parasympathische Nervensystem
scheint eine wichtige Rolle bei der Prakonditionierung zu spielen.%:138 Es konnte
gezeigt werden, dass eine intakte nervale Innervation fur die Entstehung des
Reizes am Induktionsorgan notwendig ist.5556.138-140

Isolierte Kaninchenherzen konnten in vitro mit dem Plasma gesunder Probanden,
die vorher mit RIPC behandelt wurden, prakonditioniert werden.'” Auch das
Plasma an Diabetes mellitus erkrankter Probanden ohne Polyneuropathie zeigte
diesen Effekt.’”” Das Plasma von Patienten, die erkrankt waren und eine
Polyneuropathie aufwiesen, zeigte keine infarktreduzierenden Effekte.'®” Die
nervale Innervation scheint fur die Entstehung der Ubertragbaren Faktoren
essentiell zu sein. Alterstypische Veranderungen wie zum Beispiel eine
Polyneuropathie bei an Diabetes mellitus erkrankten Patienten konnen so
Einfluss auf die Reizentstehung nehmen.3”

Die Ubertragung am Effektororgan (isoliertes Herz) ist trotz fehlender neuronaler
Verbindungen moglich.#9:58.5961 Dieser Umstand fiihrt zu dem Schluss, dass es
zusatzlich zu den nervalen Strukturen einen oder mehrere Ubertragungswege
zum Herzen geben muss.

Der wissenschaftliche Diskurs beschaftigt sich aktuell insbesondere mit den bei
der RIPC freigesetzten und fiir die Ubertragung verantwortlichen humoralen

Faktoren.

4.3.3 Humorale Ubertragung

Humorale Faktoren scheinen die Konditionierung zu vermitteln und zur
Kardioprotektion beizutragen. Bisher konnte eine Reihe von Molekulen
identifiziert werden, darunter Glucagon like peptide-1 (GLP-1)%, Adenosin®’,
Opiate® 14! Acetylcholin®142 Erythropoetin (EPQO)’°, IL-107", stromal cell-
derived factor 1a (SDF-10.)"? und Nitrit'*3. Auch der Transport der Faktoren zum
Effektororgan wurde diskutiert und ein Transport Uber extrazellulare Vesikel

(Mikrovesikel'* und Exosomen'4%) vermutet.54
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Die humorale Ubertragung der RIPC konnte in verschiedenen Studien gezeigt
werden. Die kardioprotektiven Faktoren konnten in vivo auf Kaninchenherzen
und Kardiomyozyten Ubertragen werden.'#® Eine andere Studie bestatigte die
Ubertragung durch humorale Faktoren, da eine Ubertragung zwischen Spender
und Empfanger am isolierten Herzen in vitro und an Kaninchen durch die
Ubertragung von Plasma in vivo méglich war.5%'47 Die genauen kardioprotektiven
Signalubertragungswege konnten in diesen Modellen nicht festgestellt
werden 59147

Die Identifizierung der humoralen Faktoren ist aufgrund ihrer Ubertragbarkeit und
der daraus eventuell resultierenden therapeutischen Einsatzmdglichkeiten von
grolem Interesse. Es konnte sich ein Ansatzpunkt finden, um altersbedingte
Verluste der RIPC zu umgehen. Um die moglichen Stellen der SignalUbertragung
fur die Beeinflussung der Veranderung der RIPC im Alter zu finden, mussen die
grundsatzlichen Signaltransduktionswege weiter identifiziert werden.

Wie bereits beschrieben, bewirken die genannten Faktoren Uber verschiedene
Signalwege einen verringerten Ischamie- und Reperfusionsschaden.®? Dies
fihrt zu einer reduzierten Anzahl an durch Nekrose oder Apoptose
untergegangener Kardiomyozyten.48

Unterschiedliche Konditionierungsformen (RIPC; IPC) scheinen verschiedene,
zum Teil Uberlappende Signalkaskaden zu nutzen.%

Nach der Ubertragung des Signals aus der Peripherie zum Kardiomyozyten
findet eine intrazelluldre Signaltransduktion statt.’ Fir die IPC sind die drei
Signaltransduktionswege Reperfusion Injury Salvage Kinase (RISK)-Signalweg,
der Survivor Activating Factor Enhacement (SAFE)-Signalweg und der
Endothelial Nitric Oxide Synthase/Proteinkinase G (eNOS/ PKG)-Signalweg
bekannt.’ Im Folgenden soll nun genauer auf die bereits fur die IPC gezeigten
Signalwege eingegangen und ihre mogliche Rolle fir die RIPC mit potentiellen

Veranderungen im Alter aufgezeigt werden.

Einen ersten mdglichen Weg der Signaltransduktion durch RIPC stellt der RISK-
Signalweg dar.48.146.147,149-151 7 ym RISK- Signalweg gehdren unter anderem die
Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K), die Proteinkinase B (Akt), die extrazellular
regulierte Kinase 1/2 (ERK 1/2) und die Glykogensynthase-Kinase 3p3

34



(GSK 3p).149.151 Bisher konnte besonders im Bereich der IPC eine Bedeutung des
RISK- Signalwegs gezeigt werden. In vivo und in vitro wurde beobachtet, dass
der Signalweg um ERK 1/2 an den kardioprotektiven Effekten durch IPC beteiligt
ist.152

Fir die RIPC zeigte sich in vivo an einem Schweinemodell keine Aktivierung des
RISK-Signalwegs.®' Ein in vitro Versuch an isolierten Rattenherzen, die mit
RIPC-Plasma von Schweinen perfundiert wurden, zeigte im Gegensatz dazu eine
Beteiligung von Akt und ERK 1/2 (RISK-Signalweg) bei der Prakonditionierung.®’
Auch Heinen et al. fanden eine Aktivierung des RISK- Signalwegs.'?? Sie
Ubertrugen humanes Plasma auf isolierte Rattenherzen und stellten eine
InfarktgroRenreduktion und Phosphorylierung von GSK 3P fest.'?? Sie fanden
keine Phosphorylierung von GSK 3B nach Applikation von Plasma alter
Probanden auf isolierte junge Rattenherzen.'® Eine Stérung des RISK-
Signalwegs im Alter konnte hier ursachlich sein.

Einen weiteren Ansatzpunkt fur die Erklarung der fehlenden Kardioprotektion im
Alter stellt die Betrachtung eventueller altersbedingter Veranderungen im SAFE-
Signalweg dar. Die Aktivierung von Januskinasen (JAK) und
Transkriptionsfaktoren (STAT= signal transducer and activator of transcription)
fihren zur Kardioprotektion.'s3-15% Aktiviert wird dieser Signalweg Uber die
Bindung von Tumornekrosefaktor-a. (TNF-a) an den Toll-Like-Rezeptor 4
(TLR-4).1%% Es sind verschiedene Gruppen der STAT identifiziert worden.
Lecour et al. konnten zeigen, dass bei der Prakonditionierung durch IPC an
isolierten Rattenherzen nicht nur eine Aktivierung des RISK-Signalwegs, sondern
auch des SAFE-Signalwegs zu finden ist.’® Die Aktivierung des TNF-a-
Signalwegs (SAFE-Signalweg) und die Durchfihrung von IPC fihren zu einer
Phosphorylierung von STAT3. Die Gabe von AG 490, einem JAK-STAT3-
Signalweg-Inhibitor, verhindert die Prakonditionierung beider Signaltrans-
duktionsmechanismen.’® Eine Blockade des RISK-Signalwegs (Akt; Erk 1/2)
schrankt die Aktivierung von TNF-a hingegen nicht ein.' Auch mit Hilfe der
Kardiomyozyten von STAT3-defizienten Mausen in vitro konnten die besondere
Bedeutung von STATS3 fiir die IPC bestatigt werden.'®” Bei der Gabe von TNF-a

konnte nur einen Anstieg der STAT-3-Aktivierung gemessen werden.'®’
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An isolierten Rattenherzen zeigte sich, dass durch IPC sowohl der RISK-
Signalweg, als auch der SAFE-Signalweg aktiviert werden.'’” Eine Interaktion
zwischen beiden Signalwegen wird vermutet.™’

Besonders STAT3 scheint im Zusammenhang mit RIPC eine Rolle zu
spielen.’®81%° Neben dem SAFE-Signalweg (STAT3) wurde STAT5 als weiterer
moglicher Teil der Signalubertragung durch RIPC identifiziert. An STATS-
Knockout-Mausen wurde gezeigt, dass STATS5 eine wichtige Rolle in der
Kardioprotektion durch RIPC spielt.'60

In einer Single-Center-Studie untersuchten Heusch et al. 24 Patienten, die eine
Bypass Operation erhielten.’®? Sie konnten sowohl eine verbesserte
Kardioprotektion, gemessen an verringerten Troponinwerten, als auch eine
gesteigerte Aktivierung von STATS in Myokardbiopsien ihrer Probanden nach
RIPC finden.'®’

Im Gegensatz dazu war in vivo bei Schweinen keine gesteigerte STATS-
Aktivierung nach RIPC festzustellen.®' Dies spricht nicht nur fiir unterschiedliche
Signalubertragungswege der RIPC in verschiedenen Spezies, sondern auch fur
Interaktionen zwischen den verschiedenen Wegen.'.157

Eine Ubersichtsarbeit bestatigt diese Annahme und beschreibt Veranderungen
der Signalkaskaden im Alter in verschiedenen Geweben auch aus der Gruppe
der STAT."82 Eventuell kann diese Beobachtung die reduzierte Kardioprotektion

im Alter mit erklaren.

Als dritter moglicher Weg fur die SignalUbertragung der Kardioprotektion durch
RIPC wurde die NO-Synthase (eNOS) identifiziert.*® Die eNOS steigert die
Bildung von NO und es werden im Anschluss Proteinkinase G (PKG) und
Proteinkinase C (PKC) aktiviert.163.164

Die PKG scheint danach kardioprotektive Effekte Uber verschiedene Wege zu
initiieren. Eventuell flhrt sie nicht nur zu einem gesenkten Calciumausstrom aus
dem sarkoplasmatischen Retikulum sondern aktiviert zusatzlich mitochondriale
calciumabhangige Kaliumkanale (mKca), was insgesamt zu einer verringerten
Calciumiberladung der Zelle wahrend der Reperfusionsphase fiihren wiirde. 6
Die PKC beeinflusst mitochondriale ATP-abhangige Kaliumkanalen (mKatp) und
flhrt zu einem geringeren Calciumeinstrom.:164 Das reduzierte Calcium flhrt in

beiden Fallen zu weniger gedffneten mPTP und verhindert so den Zelluntergang.
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Heinen et al. konnten keine erhdhte Phosphorylierung der eNOS, als Marker flr
die Aktivierung des NO-PKG-Signalwegs nach RIPC nachweisen.’? Dieses
Ergebnis weist darauf hin, dass der NO/PKG-Signaltransduktionsweg bei der
RIPC im Gegensatz zur IPC nicht involviert ist.12?

Im Unterschied dazu konnte an eNOS-defizienten Mausen gezeigt werden, dass
RIPC nicht zu einer InfarktgroRenreduktion fihrte und eine Beteiligung der eNOS
vermutet werden kann.'#3 Auch bei Gabe eines NO-Radikalfangers konnte kein
Effekt durch RIPC gemessen werden.'® Der Transfer von humanem RIPC-
Plasma auf isolierte Mauseherzen zeigte nach Gabe eines NO-Radikalfangers
ebenfalls keinen Effekt.*® Fraglich ist, ob hier Speziesunterschiede zu einer
unterschiedlich ausgepragten Signaltransduktion gefuhrt haben.

Die bereits beschriebenen Veranderungen an den Gefalen der Patienten im
Rahmen der Atherosklerose konnten zu einer verminderten Freisetzung von Nitrit
als NO-Donor fiihren.'143 Eine verminderte eNOS-Phosphorylierung in der
Aorta alter Ratten konnte in diesem Zusammenhang festgestellt werden und gibt
Hinweise auf die im Alter veranderte Bereitstellung von humoralen Faktoren.6®
Abschliellend kann festgehalten werden, dass die Signaltransduktions-
mechanismen der RIPC durch humorale Faktoren und ihre Veranderungen im
Alter weiter identifiziert werden missen, um die veradnderten Mechanismen

umgehen zu kdnnen.

4.3.4 Mitochondrium

Fir die Kardiomyozyten sind funktionierende Mitochondrien essentiell.’® Auch
sie unterliegen altersbedingten Veranderungen und konnen so verschiedene
zellulare Mechanismen beeinflussen.'®”

Veranderungen in Morphologie und Funktion der Mitochondrien kdnnen die
Signalkaskade der RIPC im Alter beeinflussen und so den kardioprotektiven
Effekt aufheben.

Mitochondrien spielen eine wichtige Rolle bei der Entwicklung des Ischamie-und
Reperfusionsschadens.’®?® Aullerdem scheinen sie eine Schllsselposition in der

Kardioprotektion durch Prakonditionierung einzunehmen.2386.88
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Als mogliche Mechanismen fur den Einfluss der Mitochondrien auf die
Prakonditionierung werden die Offnungswahrscheinlickeit der mitochondrialen-
Permeabilitats-Transitions-Poren (mPTP), der mitochondrialen ATP-abhangigen
Kaliumkanale (mKatp) und der mitochondrialen calciumabhangigen
Kaliumkanale (mKca) als Endpunkte diskutiert.83-8587

Die in der inneren Mitochondrienmembran liegenden mKatp regulieren den
Einstrom von Kalium und den daraus folgenden osmotischen Gradienten. Dieser
beeinflusst seinerseits die Schwellung der Mitochondrienmatrix.'®® Des Weiteren
konnten sie durch Veranderungen des mitochondrialen Membranpotentials die
Freisetzung von Calcium und damit verbunden die Offnung der mPTP
verhindern.68

Der von Xu et al. erstmals beschriebene mKca steigert durch seine Offnung die
Energiebereitstellung (Atmungskette) der Mitochondrien, verbessert die
Volumenregulation und senkt das mitochondriale Calcium.®” Es konnte gezeigt
werden, dass die Offnung der mKca die ROS-Produktion wahrend der
Ischamiephase steigert und dies anschlieRend als Signal fur eine verringerte
Calciumuberladung und ROS-Freisetzung in der Reperfusionsphase der
kardialen Mitochondrien dienen konnte.'®® Diese Mechanismen fiihren zu einer
verringerten Offnung der mPTP und damit zu einem reduzierten
Ischamieschaden am Herzen.®® Die Offnung des mKca wird durch die PKA
reguliert.?8 Die zyklische Adenosinmonophosphat-abhéngige Proteinkinase A
(campPKA) scheint an der Vermittlung von Kardioprotektion durch IPC beteiligt
und altersabhangig reduziert zu sein.'”® Eine erhdhte Aktivitat der PKA konnte im
Rahmen der RIPC nicht festgestellt werden.'?? Anscheinend sind die genannten
mitochondrialen Kanale an verschiedenen Prakonditionierungsformen
unterschiedlich beteiligt.

An der inneren Mitochondrienmembran befinden sich die Komplexe der
Atmungskette und oxidativen Phosphorylierung.’®?® Sie ist weitestgehend
undurchlassig und erzeugt so, hauptsachlich durch einen H*-Gradienten, ein
negatives mitochondriales Membranpotential, das fur die ATP-Synthese bendétigt
wird.

Die Offnung der mPTP, einer unspezifischen Membranpore, fiihrt zur Aufhebung
des Membranpotentials und dem Ende der oxidativen Phosphorylierung.?® Der

Anstieg des intrazellularen und mitochondrialen Calciums und die vermehrten
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ROS wahrend der Reperfusionsphase bewirken die Offnung der mPTP.2 Das
mitochondriale Membranpotential nimmt ab, die oxidative Phosphorylierung wird
beendet und die &uRBere Membran rupturiert. Cytochrom C flhrt als
Apoptosetrigger zum Zelltod."*?* Eine altersbedingt gesteigerte Offnungs-
wahrscheinlichkeit der mPTP und eine damit verbundene erhohte
Wahrscheinlichkeit des Zelluntergangs durch Apoptose werden vermutet.'”!

Es wurden auf verschiedenen Ebenen altersbedingte Veranderungen der
Mitochondrien gefunden. Elektronenmikroskopisch zeigen sich die gealterten
Mitochondrien vergroRert und es lasst sich eine Abnahme an mitochondrialen
Teilungen beobachten.'”’

Auf Signalebene wurde unter anderem eine reduzierte Expression von
Cytochrom C mit reduzierter Aktivitdt der Atmungskette festgestellt.193.167.171
Auch eine vermehrte Bildung von ROS wird in der Literatur diskutiert und konnte
mitochondriale Strukturen und DNA schadigen,'03.167.171.172

Es konnten in den gealterten Kardiomyozyten pro-apoptotische Prozesse
gesteigert und die anti-apoptotischen Signalwegen verringert sein.'® Eine
Abnahme der ROS im Alter konnte durch Kalorienrestriktion und Training erzielt
werden und stellt einen moglichen Ansatzpunkt fir eine verbesserte
Kardioprotektion im Alter dar.'"?

Die Erforschung der Zusammenhédnge des Alterungsprozesses der
Mitochondrien und der Prakonditionierung durch RIPC, sowie mdgliche

therapeutische Einflussmaoglichkeiten auf dieser Ebene sollten geprift werden.

4.4 Diskussion der Methode

4.4.1 Versuchstiere

Das Alter der Probanden kann bei der Aufhebung der positiven Effekte durch IPC
und auch bei der Wirksamkeit der RIPC eine gesonderte Rolle spielen.46:192

Um andere Einflussfaktoren auszuschliel3en, wurde in der vorliegenden Arbeit
der in Kapitel 2.2.1 beschriebene Versuchsaufbau gewahlt. Es sollten

Geschlecht, Medikamente und Vorerkrankungen als Einflussfaktoren
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ausgeschlossen und die EinflussgroRe Alter gesondert untersucht werden.
FUr die Durchfuhrung der Studie wurde ein bereits etabliertes Modell mit Wistar
Ratten verwendet.'"°

Es wurden mannliche Wistar Ratten in zwei Altersgruppen fur die in vivo
Versuche genutzt.'® Das weibliche Geschlecht wurde so als Einflussfaktor
ausgeschlossen. 74175

Heinen et al. konnten in diesem Zusammenhang zeigen, dass das Plasma
junger, mannlicher Probanden, die mit RIPC behandelt wurden, am isolierten
Herzen zu einer InfarktgroRenreduktion flhrt.'??> Das Plasma von jungen,
weiblichen  Probanden fuhrte unabhangig von RIPC zu einer
InfarktgoRenreduktion.'? Aulerdem konnte gezeigt werden, dass der nicht-
selektive Ostrogenrezeptorantagonist Fulvestrant keinen Effekt auf die
InfarktgroBenreduktion hat.'?? Ein von Ostrogenrezeptoren unabhangiger
infarktreduzierender Effekt durch die Freisetzung von humoralen Faktoren bei
weiblichen Probanden wird vermutet.'??

Der Einsatz von mannlichen Tieren schloss somit die mdglichen
geschlechtsspezifischen und altersunabhangigen Effekte aus.

Die im Versuchsaufbau verwendeten Tiere wiesen dariber hinaus keine
Vorerkrankungen auf. Es konnten Einflussfaktoren wie Medikation
(ACE Hemmer®, R-Blocker®3, Statine®) und Vorerkrankungen wie zum

Beispiel Diabetes mellitus®:100.107.127 gysgeschlossen werden.

4.4.2 Versuchsaufbau

Die Durchfuhrung der Studie erfolgte an einem in der Arbeitsgruppe bereits
etablierten Modell.'"°

Eine madgliche EinflussgroRe koéonnte sich aus dem gewahlten
Anésthesieverfahren ergeben.®® Die Ratten wurden in den Versuchen mit
Pentobarbital narkotisiert, um madgliche positive und negative Einflisse von
Propofol und anderen Anasthetika auf die Kardioprotektion durch RIPC

auszuschlieRen.®>176-178 pPentobarbital wird aufgrund seiner hAmodynamischen
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Stabiliat verwendet, um einen Einfluss auf die Versuche durch das Narkotikum
auszuschliefen .'7°

Eine weitere mdgliche Beeinflussung der Ergebnisse kdonnte sich wahrend der
Versuche aus der Korpertemperatur der Versuchstiere ergeben. Durch eine
bestehende Hypothermie wahrend der Versuche konnte es zu einem
zuséatzlichen protektiven Effekt am Herzen kommen.'® Wahrend der Versuche
wurde daher die Temperatur der Ratten mit Hilfe einer Warmematte normotherm

gehalten.’?

4.5 Limitation

Die Ergebnisse der durchgefuhrten Arbeit sind rein deskriptiv. Der Umfang der
vorliegenden in vivo Studie mit insgesamt 24 mannlichen Wistar-Ratten ist
begrenzt und eine Ubertragbarkeit auf ein gréReres Kollektiv mit menschlichen
Probanden nicht uneingeschrankt maoglich.

Die vorliegende Arbeit ist dariber hinaus durch die nicht naher untersuchten
Blockademechanismen limitiert. Ziel der Studie war es, nur den unabhangigen
Einflussfaktor Alter auf RIPC darzustellen. Die zugrunde liegenden
Signalmechanismen bildeten nicht den Schwerpunkt der Arbeit. Insgesamt
scheinen verschiedene Ubertragungswege unterschiedlich zusammenzuspielen
und so flr die Signaltransduktion der RIPC am Herzen verantwortlich zu sein.
Die gezeigten Unterschiede zwischen den verschiedenen Spezies kdnnten die
fehlende Ubertragbarkeit der Ergebnisse aus Tierversuchen in klinischen Studien
mit erklaren.61.157

Bei der vorliegenden Arbeit handelt es sich um ein in vivo Modell, sodass
verschiedenen bereits beleuchtete Mechanismen fur die fehlende Wirksamkeit
von RIPC im Alter in Frage kommen. Wie in unterschiedlichen Studien diskutiert,
kénnten sich die verschiedenen Ubertragungswege ergénzen bzw. in Interaktion

miteinander treten.t1.157
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4.6 Schlussfolgerung

Die vorliegende Arbeit konnte zeigen, dass der Einflussfaktor Alter in dem hier
gewahlten Modell die protektiven Effekte der RIPC vollstandig blockiert. Somit
tragt die Studie einen Teil dazu bei, die fehlende Ubertragbarkeit der
Untersuchungsergebnisse aus experimentellen Studien in vitro und in vivo in den
klinischen Alltag zu erklaren.

Im Folgenden mussen nun die genauen Mechanismen der Beeinflussung der
RIPC durch den Faktor Alter identifiziert werden. Im Anschluss daran kénnen
dann die in verschiedenen experimentellen Untersuchungen?®3% und klinischen
Studien®®40 gezeigten kardioprotektiven Effekte genutzt werden.

Da RIPC einen kostengunstigen und einfach durchfihrbaren Ansatz fur den
klinischen Alltag darstellt, sollte versucht werden eine altersadaptierte
Durchfuhrung der RIPC-Protokolle zu etablieren.

Wie bereits in Kapitel 4.3.1 beschrieben, konnte eine Anpassung des Stimulus
an den alternden Patienten positive Effekte erzielen. Es konnte dartber hinaus
sinnvoll sein, die im Alter haufig bestehende Muskelatrophie in der
Signalkaskade zu umgehen. Wie in den Ergebnissen von Heinen et al. gezeigt,
konnte das Plasma junger Probanden fir die Prakonditionierung alterer Patienten
genutzt werden.'? Eventuell muss hier eine Dosisanpassung des Plasmas
erfolgen, eine Konzentrationssteigerung koénnte den Effekt am Myokard
verbessern.'??

Des Weiteren ware es moglich bei alteren Patienten die Anzahl der
Stimulationszyklen zu verandern. Sandhu et al. konnten zeigen, dass eine
erhohte Anzahl von Zyklen den Effekt der Prakonditionierung steigern kann.*’
Eine Anpassung an die durch Muskelatrophie reduzierte Muskelmasse ware
denkbar. Die in klinischen Studien durchgefiihrte einseitige Oberarmischamie
koénnte durch eine in Tierversuchen bereits etablierte Ischamie der Oberschenkel,
eventuell auch beidseits, ausgeweitet werden.'?® So kdnnte es gelingen, die
reduzierte Muskelmasse auszugleichen.

Eventuell kann der Einsatz von Bewegung die im Alter zunehmende
Muskelatrophie'?® verbessern und die Durchblutung der Muskulatur'?* steigern.
Fraglich ist hier, ob die Bewegung die Muskelmasse und damit die freigesetzte

Menge an Faktoren ausreichend erhéhen kann.

42



Die Erforschung der Beeinflussung der RIPC durch weitere Einflussfaktoren
(bestehende Medikation und Vorerkrankungen) sollte intensiviert werden. Da es
sich um ein komplexes Zusammenspiel verschiedener, gerade im Risikokollektiv
fur einen Myokardinfarkt auftretender Faktoren handelt, bedurfen diese einer
separaten Betrachtung.

Die zusatzliche Steigerung der Ischamietoleranz durch andere Strategien konnte
das Outcome durch RIPC zusatzlich verbessern. Es konnte gezeigt werden, dass
eine Kalorienrestriktion in der Ratte Uber einen Zeitraum von acht Monaten zu
einer verbesserten postischamischen Erholung mit verbesserter kardialer
Funktion fuhrte.'® Auch eine erhohte Anzahl an Bewegungseinheiten forderte
den kardioprotektiven Effekt. '8’

Weitere Studien zu den genauen Mechanismen der RIPC und den
Veranderungen im Alter sind notwendig. Ziel sollte es sein, RIPC fur den Einsatz
im Risikokollektiv zu modulieren, um dann von Vorzugen wie der einfachen und
kostengunstigen Durchfuhrbarkeit in einem immer grof3er werdenden Kollektiv an
alteren Patienten im klinischen Alltag zu profitieren.
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